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Résumé

L'apoE joue un réle important dans le métabolisme des lipides cellulaires et
systemiques. Dans le foie, elle favorise la production et la sécrétion de VLDL,
alors que dans le tissu adipeux, son role n'est pas bien connu. Objectifs: 1)
Déterminer le rdle de l'apoE cellulaire dans le métabolisme lipidique des
adipocytes. 2) ldentifier le réle de I'apoE cellulaire dans le métabolisme lipidique
des hépatocytes — plus particulierement sur lincorporation d'acides gras.
Méthodes: Les cellules SW872 et HepG2 ont été transfectées de fagon stable
avec l'apoE3. Résultats: Une hausse de la croissance cellulaire (division
cellulaire accélérée et arrét de croissance retardé) et une réduction du niveau de
triglycérides et de cholestérol a été observée aprés 15 jours de maturation chez
les cellules SW872 surexprimant 'apoE. L’analyse du niveau d’ARNm par PCR
en temps réel a également montré une diminution significative de I'expression de
PPAR-y1 et y2, SCD1, VLDLR et LDLR.

L'incubation des cellules HepG2 surexprimant I'apoE avec un excés d’oléate a
révelé une incorporation réduite d’acides gras qui était accompagnée par une
diminution de triglycérides, de phospholipides et de cholestérol cellulaires. Ces
cellules sécrétaient également plus de triglycérides que les cellules témoins.
Conclusions: Les résultats suggérent qu'une surexpression stable de I'apoE
favorise la croissance cellulaire et diminue I'accumulation de lipides dans les
cellules SW872, empéchant ainsi une différenciation et une maturation adéquate
des adipocytes. De plus, la surexpression de I'apoE engendre une réduction de
I'entrée d’acides gras et diminue la synthése de lipides par les cellules HepG2.

Mots clés: apolipoprotéine E, SWB872, HepG2, triglycéride, cholestérol,

croissance cellulaire, oléate, PPAR-y, différenciation.
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Abstract

Apolipoprotein E plays a central role in cellular and systemic lipid metabolism. In
hepatocytes, apoE promotes VLDL production and secretion but the role of apoE
in adipocytes is still unknown. Aims: 1) To determine the role of endogenously-
synthesized apoE on adipocyte lipid metabolism. 2) To identify the role of
endogenously-synthesized apoE on hepatocyte lipid metabolism — particularly
fatty acid uptake. Methods: SW872 and HepG2 cells were stably transfected
with apoE3 before analysing different metabolic parameters. Results: ApoE-
transfected SW872 cell lines showed an increase in cell growth (cell division was
faster, cell cycle arrest was delayed) and a reduced triglyceride and cholesterol
accumulation after 15 days of maturation. Also, PPAR-y1 and y2, SCD1, VLDLR
and LDLR mRNAs were decreased in these cells.

ApoE-transfected HepG2 cells exposed to oleate showed a diminution of fatty
acid uptake that was associated with reduced cellular triglyceride, cholesterol
and phospholipid. However, cellular triglyceride secretion was increased in these
cells. Conclusions: These results suggest that reduced lipid accumulation
associated with increased cellular proliferation may alter differentiation and
maturation of apoE-transfected SW872 cells. On the other hand, apoE
overexpression was associated with a reduction in fatty acid uptake and lipid
synthesis in HepG2 cells.

Key words: apolipoprotein E, SW872, HepG2, triglyceride, cholesterol, cellular
growth, oleate, PPAR-y, differentiation.
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1. INTRODUCTION
1.1 L’obésiteé et les maladies qui lui sont reliées

L'obésité est omniprésente dans les pays industrialisés ou régnent la
restauration rapide et un style de vie davantage sédentaire (1;2). Elle estla
conséquence, en majeure partie, d'un déséquilibre entre l'apport et Ia
dépense énergétique. L'obésité est une maladie dont la prévalence
augmente énormément a chaque année.

Elle est associée a plusieurs maladies dont le diabéte non-insulino
dépendant, I'hypertension, le cancer et l'athérosclérose (3;4). Le tissu
adipeux, dont un des réles est d’entreposer les lipides circulants sous forme
principalement de triglycérides, est le joueur clé intervenant dans le
processus menant a 'obésité.

Depuis quelques années, les compagnies pharmaceutiques tentent de
trouver la pilule miracle qui pourrait contrer I'obésité. La compagnie Sanofi-
Aventis, par exemple, désire effectuer sous peu la mise en marché de son

medicament accomplia (rimonabant) qui permet la perte de poids (5).

1.2 Le tissu adipeux

Le tissu adipeux, en plus d'étre un réservoir de lipides, est maintenant
considéré comme un organe endocrinien, puisqu'il produit plusieurs facteurs
ayant des effets sur différents tissus du corps humain. Ces facteurs
contribuent, entre autres, au développement ou a l'amélioration de la
résistance a l'insuline, des dyslipidémies, des dysfonctions vasculaires de
l'inflammation chronique et de I'état prothrombotique (6). Plusieurs équipes
de recherche étudient et tentent de comprendre le fonctionnement du tissu

adipeux et sa relation avec les autres organes du corps humain.

1.3 L’apolipoprotéine E
L'apolipoprotéine (apo) E est une protéine plasmatique qui se retrouve
a la surface de la plupart des lipoprotéines. Elle permet le recyclage des

lipoprotéines vers le foie et les tissus périphériques en agissant comme
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ligand pour différents récepteurs. Outre son rbéle dans la distribution
corporelle des lipides, elle favorise la production de VLDL hépatiques,
l'extension des neurones, l'activation d'enzymes du métabolisme des
lipoprotéines et l'oxydation des lipides, tandis qu’elle inhibe I'aggrégation
plaquettaire et la prolifération des lymphocytes T et des cellules du muscle
lisse (chap. ll, section 2.6).

Le foie représente le site majeur de production de I'apoE. Dans ce
tissu, 'apoE participe a la synthése et a la sécrétion des VLDL (7;8).
L'apoE est retrouvée également dans le tissus adipeux (9-13), mais son réle
dans ce tissu est encore peu connu.

Il a été démontré que les niveaux d’ARNm et de protéine apoE étaient
augmentés lors de la différenciation des adipocytes (13;14). Ces résultats
suggérent une implication de I'apoE cellulaire au niveau de la différenciation
ou encore une régulation de la production de I'apoE par I'accumulation de
lipides associée au processus de différenciation. Les travaux de Chiba et
al. ont montré que ['apoE, par l'intermédiaire des VLDL, était nécessaire pour
induire la différenciation des adipocytes (15). En effet, des souris ob/ob;
apoE™ ne montraient aucun gain de poids ni d’augmentation de la quantité de
tissu adipeux lorsque exposées a une diéte riche en gras et en cholestérol.
Par ailleurs, une autre étude a démontré que les souris apoE” étaient
résistantes a lobésité et a I'athérosclérose (15;16). L'ensemble de ces

travaux suggere une implication de I'apoE dans I'étiologie de I'obésité.

1.4 Objectifs et hypothéses

Sachant que le réle de I'apoE dans le tissu adipeux n'est pas bien
connu, nous avons procéde a la surexpression stable de I'apoE dans les
cellules de liposarcome humain SW872, un bon modéle d’'adipocytes, afin
d'étudier le métabolisme des lipides. Notre hypothése était que I'apoE
pourrait favoriser I'accumulation de lipides dans les adipocytes et faciliter la

différenciation et la maturation cellulaires.
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Dans le foie, I'apoE participe a la production et a la sécrétion de VLDL.
Afin de tenter d'identifier le réle précis de I'apoE dans ce processus, les
cellules humaines HepG2, un modéle représentatif des hépatocytes, ont été
transfectées de fagon stable avec I'apoE. Notre hypothése était que les
cellules HepG2 surexprimant 'apoE pourraient faciliter I'entrée d’'acides gras
et permettre une augmentation de la synthése des lipides intracellulaires, ce

qui favoriserait une hausse de la synthése et de la sécrétion de VLDL.

Il. Revue de la littérature

1. Les lipoprotéines

1.1 Géneéralités

Les lipides tels que le cholestérol libre ou estérifié, les phospholipides
et les triglycérides jouent un réle essentiel dans lintégrité structurale des
cellules, le transport vésiculaire et comme source d'énergie. Le transport de
ces lipides requiert des particules appelées lipoprotéines. Le coeur de ces
lipoprotéines est composé de triglycérides et de cholestérol estérifié, alors
que leur surface est constituée de cholestérol libre, de phospholipides et
d’apolipoprotéines. Les apolipoprotéines lient les lipides et assurent leur
solubilisation dans I'environnement aqueux comme le sang. Elles permettent
l'activation ou l'inhibition d’enzymes clés du métabolisme des lipides, servent
de systéme de transport, assurent la stabilité structurale des lipoprotéines ou
servent de ligands (17). Une des apolipoprotéines les mieux caractérisées
est sans contredit 'apoE. Elle se retrouve sur la surface des chylomicrons,
des lipoprotéines de trés faible densité (VLDL), des lipoprotéines de densité
intermédiaire (IDL) et des lipoprotéines de haute densité (HDL) et elle
favorise la clairance de ces lipoprotéines en agissant comme ligand pour le
récepteur LDL (LDLR), la protéine apparentée au récepteur LDL (LRP), le
récepteur VLDL (VLDLR) et pour les heparan sulfate proteoglycans (HSPG)
(18-20).
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1.2Métabolisme des chylomicrons

Le métabolisme des lipides peut étre regroupé en deux volets: la voie
exogéne qui est importante pour le transport des lipides en provenance de
I'intestin apres la prise de nourriture et la voie endogéne qui joue un rdle clé
dans le transport des lipides synthétisés par le foie. La voie exogéne débute
par l'absorption des matiéres grasses par la membrane apicale des
entérocytes. Ces cellules engendrent la formation de lipoprotéines appelées
chylomicrons. L'apoB-48 qui est essentielle a la formation des chylomicrons
est combinée aux lipides (~90% de triglycérides) par le biais de la protéine de
transfert microsomal (MTP), ce qui permet la sécrétion des chylomicrons du
coté basolatéral de la cellule (17;21). Les chylomicrons empruntent la
circulation lymphatique et entrent dans la circulation veineuse au niveau du
conduit thoracique (22). Lors du passage des chylomicrons dans les
capillaires avoisinant le tissu adipeux et les muscles, la lipase des
lipoprotéines (LPL), qui est associée aux cellules endothéliales, hydrolyse les
triglycérides présents dans les chylomicrons (23). Les glycérols et les acides
gras résultant de la réaction enzymatique sont dés lors captés par le muscle,
le foie et le tissu adipeux. Le diamétre des chylomicrons rétrécie et la
composition de la lipoprotéine est alors modifi€e. Le cholestérol libre, les
phospholipides, I'apoA-l et 'apoA-ll sont transférés aux HDL naissantes en
échange de I'apoE, I'apoC-I, I'apoC-Il et I'apoC-Ili, ce qui permet la formation
des résidus de chylomicrons qui seront captés par le foie via le LDLR et la
LRP (24).

L'apoE, qui se lie fortement aux HSPG, de méme que I'apoC-ll, qui
permet [l'activation de la LPL, sont essentielles pour l'ancrage des
chylomicrons sur les HSPG a proximité de la LPL afin de maximiser la
lipolyse. L'apoC-l et I'apoC-lll empéchent le bon fonctionnement de la
lipolyse soit en déplagcant 'apoE ou bien en obstruant les composantes de
liaison a la LPL (25) (Fig. 1).
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Figure 1. Vue globale du métabolisme des lipoprotéines chez I’humain.
(détails: section 1) (21).

1.3 Métabolisme des lipoprotéines de trés faible densité, de densité

intermédiaire et de faible densité

La voie endogéne du métabolisme des lipides est grandement
stimulée par la prise de nourriture (état postprandial) (26). Plus de 80% des
particules circulantes dans I'état postprandial correspondent aux VLDL.
L'apoB-100 représente la protéine majoritaire des VLDL. Dans le foie, elle se
combine a d'autres lipides (~60% de triglycérides) par I'entremise de la MTP
avant d'étre sécrétée sous forme de VLDL. De fagon similaire aux
chylomicrons, les VLDL transferent du cholestérol libre, des phospholipides,
FapoC-l, I'apoC-Il, I'apoC-lll et I'apoE aux HDL naissantes. Les VLDL sont
également la cible de la LPL. Les triglycérides sont hydrolysés et le

pourcentage en cholestérol estérifié augmente faisant en sorte que la



particule devient plus petite et plus dense. Ces particules se nomment
B-VLDL (ou IDL).

Prés de 50% des IDL sont captées par le foie par un mécanisme
pratiquement identique & la capture des résidus de chylomicrons (17). La
lipase hépatique (HL) qui hydrolyse les phospholipides et les triglycérides a
une forte affinité pour les IDL, et des études ont montré une interaction entre
la HL et la LRP dans la capture de ces lipoprotéines vers les hépatocytes
(27,28). Suite a la lipolyse, les IDL deviennent des LDL.

Les LDL constituent la plus grande classe de lipoprotéines transportant
le cholestérol. L'apoB-100 représente la principale apolipoprotéine des LDL,
mais on y retrouve également parfois I'apoE et I'apoC-lll (29). Les LDL
contiennent du cholestérol estérifié (~40%), des phospholipides (~25%) et
des triglycérides (~10%). Avant d’interagir avec les récepteurs du foie et des
tissus périphériques a des fins de clairance, les LDL subissent quelques
transformations a l'aide de la protéine de transfert du cholestérol estérifié
(CETP). La CETP assure le transfert du cholestérol estérifi¢ et des
triglycérides entre les lipoprotéines. De cette fagon, les VLDL transférent
leurs triglycérides vers les LDL et les HDL en retour du cholestérol estérifie
(30). Cette action permet de réduire le ratio lipides/protéines des LDL, ce qui
les rend plus athérogéniques que les particules LDL plus volumineuses (31)

(Fig.1).

1.4 Métabolisme des lipoprotéines de haute densité

Le foie est le site principal de la synthése des HDL naissantes. En
collaboration avec les tissus périphériques, le foie permet la lipidation des
HDL naissantes a l'aide des phospholipides et du cholestérol (32). Les HDL
jouent un réle primordial dans le transport inverse du cholestérol. Le foie
sécrete d'abord une forme naissante de HDL appelée HDL pré-B discoidale.
Elles transportent surtout 'apoA-l (prés de 90% de la masse protéique des

HDL). L'apoA-l est essentielle aux HDL, puisqu’'en son absence, il n'y a pas
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de HDL dans le plasma sanguin (33). L'adenosine triphosphate-binding
cassette transporter 1 (ABCA1) provenant des tissus périphériques
(macrophages, tissu adipeux) transfére du cholestérol et des phospholipides
jusquaux HDL pré-B. Le cholestérol libre a la surface des HDL pré-p est
alors estérifié a 'aide de I'enzyme lecithin cholesterol acyl transferase (LCAT)
située a la surface des HDL, faisant en sorte que les HDL pré-p adoptent une

forme sphérique plutdt que discoidale.

Ces particules deviennent donc des HDL3, puis des HDL, & mesure
qu'elles acceptent du cholestérol libre des cellules qui est ensuite transformé
en cholestérol estérifié par la LCAT (32). A I'exception du cholestérol libre
servant a la lipidation des HDL pré-B, le cholestérol libre transféré aux HDL3
est médié par le scavenger receptor class B type 1 (SR-BI) ou par diffusion
passive, par un mécanisme distinct de TABCA1 (34). Les HDL, matures
contiennent plusieurs apolipoprotéines (E, C-I, C-ll, C-lll) qui serviront
d’échange avec les autres lipoprotéines. Elles échangent également leur
cholestérol et leurs triglycérides avec les LDL et les VLDL a l'aide de la
CETP, tandis que les HDL3; acceptent le cholestérol libre et les
phospholipides grace a I'hydrolyse des VLDL par la LPL et la protéine de
transfert des phospholipides (PLTP). Les HDL, peuvent également subir une
lipolyse par la HL et redevenir des HDL; permettant d'acquérir d’'autre
cholestérol tissulaire (35). La dégradation des HDL, et des HDL; se fait au
niveau du foie via linteraction avec le SR-B1 qui permet l'extraction du
cholestérol estérifié, permettant la conversion des HDL riches en lipides en
des HDL naissantes. Le cholestérol estérifié est finalement transformé en

acides biliaires qui seront ultérieurement sécrétés dans le systéme digestif
(Fig.1).

Le métabolisme des lipides est un processus complexe qui nécessite
la coopération de plusieurs tissus pour la répartition adéquate des lipides
endogénes et exogénes dans l'organisme. L'apoE étant exprimée dans la

plupart de ces tissus, elle joue un réle crucial dans ce processus. Des
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changements au niveau de la régulation génique de l'apoE et le
polymorphisme de I'apoE influencent grandement le métabolisme des lipides
et peuvent parfois étre la cause de certaines pathologies humaines.

2. L’apolipoprotéine E
2.1 Géne et structure de I’apolipoprotéine E

L’'apoE est majoritairement synthétisée et sécrétée par le foie, mais est
également retrouvée dans plusieurs tissus incluant: le tissu adipeux, le
muscle, la rate, les poumons, les reins, les ovaires, le cerveau, la peau, les
macrophages et les glandes surrénales (9-13). Le géne APOE est localisé
sur le chromosome 19 a I'extrémité 5’ d’un cluster génique de 44 kb incluant
les génes de I'apoC-Il, apoC-IV, apoC-Il et le pseudogéne de I'apoC-I (36-38).
Il est constitué de quatre exons et de trois introns pour une longueur de 3597
nucléotides (39).

L’apoE a initialement été décrite comme étant la protéine riche en
arginine par Shore et Shore en 1973 (40). Quelques années plus tard, apoE
devenait I'appellation couramment utilisée dans la communauté scientifique.
La structure primaire (41) et la séquence compléte en acides aminés (39) de
I'apoE ont été rapportées respectivement en 1974 et 1982. |l s'agit d'une
protéine de 317 acides aminés comportant un peptide signal de 18 acides
aminés. L'apoE mature est composée de 299 acides aminés et son poids
moléculaire est de 34,2 kDa (39). En bref, I'excision du peptide signal
permet a I'apoE de subir des étapes de maturation. Elle est dirigée vers
lappareil de Golgi afin de subir des modifications post-traductionnelles
(glycosylation). |l s’agit d'une addition de chaines d’hydrates de carbone
contenant l'acide sialique (42). L'apoE cellulaire mature demeure ensuite
dans les vésicules et les citernes de I'appareil de Golgi (43-46), emprunte la
voie de dégradation (47;48), se localise dans le noyau (49) ou est sécrétée et
est intégrée aux chylomicrons, IDL, VLDL et aux HDL dans le plasma

sanguin (18-20). Il a été également démontré qu'une proportion de I'apoE
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secrétée reste liee aux protéoglycans a la surface des cellules (50-54).
L'apoE est constituée d’hélices a (62%), de feuillets B (9%), de coudes
(11%) et de structures aléatoires (18%) (46). Elle posséde un domaine
amino-terminal (résidus 1-191) de 22 kDa, ainsi qu'un domaine carboxy-
terminal (résidus 216-299) (55). Plus spécifiquement, une région riche en
arginine et en lysine (résidus 136-150) permettrait I'interaction de 'apoE avec
les HSPG, le LDLR et la LRP (20;56;57). La partie carboxy-terminale de
I'apoE servirait plutét a la liaison aux lipides et aux lipoprotéines (39). La
caractérisation de la structure de I'apoE a permis de suggérer I'existence de
plusieurs conformations probables de I'apoE en solution. Elle pourrait se
trouver sous forme d'oligomére, de tétramére ouvert ou fermé ou de
monomeére natif, partiellement dénaturé ou totalement dénaturé (58). Cette
association pourrait étre causée par ses cing régions hélicoidales
amphipathiques (acides aminées: 60-78, 130-150, 203-221, 226-243 et 245-
266) (39).

2.2 Régulation génique de I'apolipoprotéine E

La transcription du géne APOE dans les hépatocytes est sous le
contr6le de deux séquences régulatrices; les régions de contréle hépatique
(HCR) 1 et 2, lesquelles sont situées a 15 kb (HCR.1) et & 26 kb (HCR.2) en
3' de la région codante (59;60). La région HCR. 1 coordonne I'expression de
'apoE et de I'apoC-l, alors que la région HCR.2 régule piutét I'apoC-Il et
lapoC-IV. Au niveau des macrophages et du tissu adipeux, Shih et al. ont
montré I'existence de deux régions amplificatrices régulant la transcription de
l'apoE. Il s’agit d’'une séquence multienhancer 1 (ME.1) de 620 nucléotides,
localisée & 3,3 kb en aval du géne de lapoE et d'une séquence
multienhancer 2 (ME.2) de 619 nucléotides, se retrouvant a 15,9 kb en

amont du gene de I'apoE eta 5,9 kb en aval du géne de I'apoC-| (38).

Il existe plusieurs régulateurs de la transcription du géne de I'apoE. I
a eété démontré que linterféron y (61), linterleukine | (62) et les

lipopolysaccharides bactériens (63) inhibaient la transcription de I'apoE, alors
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que le tumor necrosis factor-alpha (TNF-o)) (64) et le transforming growth
factor-beta (TGF-B) (65) I'activaient dans les macrophages. Des essais de
transfection utilisant un promoteur fusionné a un géne rapporteur, des essais
in vivo d’empreintes a la DNAse | et des essais simple hybride ont permis
I'identification de plusieurs facteurs de transcription qui interagissent avec la
région proximale du promoteur du géne apoE (SP1, HNF-3, TF-LF2, GATA-
1, CEBP, BEF-1, Aa, B1b, B2b, Zic1, et Zic2) (66). La transcription de I'apoE
dans les adipocytes et les macrophages est également régulée par la
présence d’oxystérols. Le liver X-activated receptor (LXR) est un récepteur
nucléaire qui forme un hétérodimére avec le retinoic acid receptor (RXR)
aprés la liaison de son ligand (oxystérol). |l peut ensuite lier son élément de
réponse (LXRE) au niveau des régions ME.1 et ME.2 dans le promoteur du
géne de I'apoE afin d'induire sa transcription (67). Quelques motifs reconnus
par le récepteur aux glucocorticoides et par la CCAAT/enhancer binding
protein-alpha et béta (CEBP-a et B) sont retrouvés également dans les
régions ME.1 et ME.2 (38), alors qu'un élément de réponse au peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma (PPAR-y) est localisé dans la région
intergénique entre 'apoE et I'apoC-l (68). La présence de polymorphisme
dans le promoteur du géne de I'apoE influence également sa transcription en
affectant la liaison des facteurs de transcription au niveau du promoteur.
Une étude a partir d'une population européenne a permis d'établir la
corrélation entre le polymorphisme —219G/T et les différents niveaux d'apoE
dans le plasma sanguin. L’alléle —219T était associée avec une hausse de
F'incidence du risque d'infarctus du myocarde et de maladies coronariennes

prématurées (69;70).
2.3 Polymorphisme de I’'apolipoprotéine E

Il existe du polymorphisme également au sein de la partie codante du
gene APOE. Celui-ci code pour trois alléles soient €2, €3 et €4, résultant en

trois isoformes protéiques désignés apoE2, apoE3 et apoE4. Ces isoformes

different selon la séquence en acides aminés en position 112 et 158.
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L'apoE2 posséde une cystéine en position 112 et 158. L’apoE3 contient une
cystéine en position 112 et une arginine en position 158, alors que I'apoE4
posséde une arginine en position 112 et 158 (71). En tout, six génotypes
sont possibles: E3/E3 (le plus fréquent), E4/E3, E3/E2, E4/E4, E4/E2, et
E2/E2 (le moins fréquent) (72).

Il existe également un polymorphisme déterminé non génétiquement
qui est relié aux divers degrés de sialisation lors des modifications post-
traductionnelles de I'apoE. Ces types d’isoformes comptent pour environ
10% a 20% de I'apoE plasmatique (73).

2.4Impact du polymorphisme sur le métabolisme des lipoprotéines

Le polymorphisme a un effet important sur la production d'apoE. Les
individus porteurs de l'alléle €2 possédent de hautes concentrations d’apoE,
alors que l'alléle €4 est associé avec une faible concentration d’apoE (74;75).
Pour les sujets porteurs des deux alléles £3, 50% des VLDL, sont convertis
en LDL, tandis que l'autre 50% est directement catabolisé. En ce qui
concerne les sujets apoE4/E4, 70% des VLDL; sont transformés en LDL et le
taux catabolique fractionnel des VLDL, IDL, et LDL est plus bas que pour les
détenteurs du phénotype apoE3/E3. Les sujets apoE2/E2 quant a eux,
produisent moins de VLDL,, mais les convertissent davantage en VLDL, (76).
Le polymorphisme affecte également la liaison de I'apoE avec ses différents
récepteurs a la surface des cellules. L'apoE2 a une force de liaison
équivalente a 2% de celle de I'apoE3 et de 'apoE4 (75). Par conséquent, les
individus détenteurs de l'allele €2 sont beaucoup moins efficaces dans la
clairance des résidus de chylomicrons et des VLDL du plasma sanguin vers
le foie aprés la prise d'un repas gras (77). En général, les personnes apoE2
ont un taux élevé en ftriglycérides et un niveau réduit en apoB et en
cholestérol. A l'opposé, I'apoE4 est associée avec un faible taux de
triglycérides et un niveau élevé d'apoB et de cholestérol, alors que I'apoE3 se
situe entre les deux (78).
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2.5 Les maladies reliées au polymorphisme de I’apolipoprotéines E

Il a été démontré qu'une dyslipidémie rare (~ 1: 10 000) pouvait
survenir lorsqu'un individu était homozygote pour l'alléle €2. |l s'agit de la
dysbétalipoprotéinémie de type lll (type Ill). Cette maladie démontre une
accumulation de triglycérides, de cholestérol et de lipoprotéines anormales
désignées B-VLDL. Ces dernieres sont enrichies en apoE et en cholestérol et
proviennent de l'intestin et du foie. La maladie se manifeste par I'apparition
de xanthomes plans palmaires et tubéroéruptifs caractéristiques et de
lathérosclérose (79). D'autres facteurs (régime alimentaire, obésité,
hypothyroidie, déficience en cestrogénes, autres génes causant une
hyperlipidémie) sont par contre nécessaires afin que la maladie se révele
(78;80).

De nos jours, diverses équipes de recherche tentent d’élucider
certaines maladies dégénératives dont le Parkinson et I'Alzheimer. Corder et
al. ont été les premiers a identifier 'apoE4, comme étant un facteur de risque
majeur pour la maladie d’Alzheimer (81). L'apoE4 permet I'augmentation de
la production et du dépét de B-amyloide qui joue un réle central dans la
pathogénése (82;83). La maladie se manifeste par des troubles progressifs
et des pertes irréversibles des fonctions cognitives. L’alléle €4 a aussi été
associé a un accroissement de la formation des calculs biliaires (84) et une
réduction de lincidence d'adénome proximal du colon (85). Une méta-
analyse de 48 études publiées comprenant environ 50 000 patients a montré
que le génotype e4/e4 avait 42% plus de risque d’avoir une maladie
coronarienne que le génotype €3/e3, tandis que lalléle €2 n'avait pas
d’association significative (86). Finalement, il est a noter que le
polymorphisme de I'apoE est un facteur de risque dans plusieurs autres
pathophysiologies incluant le diabéte, la maladie rénale, les accidents
cérébrovasculaires, la schizophrénie et le cancer (19;72;86-89).



2.6Rdles physiologiques de I'apolipoprotéine E

Les modéles animaux ont été un atout essentiel a la compréhension
du réle de I'apoE dans le systéme cardiovasculaire. L'élaboration de souris
déficientes en apoE (apoE”), de méme que les souris transgéniques ont
permis de constater les propriétés anti-athérogéniques de I'apoE, ainsi que
son réle extrémement important dans la clairance des lipoprotéines. En effet,
les souris apoE”" sont sévérement hypercholestérolémiques et développent
I'athérosclérose de maniére sévére, spontanée et prématurée (90) et une
diete riche en cholestérol accentue cet effet. Le fait d’augmenter le niveau
d'apoE circulant dans les souris apoE"' est d'ailleurs suffisant pour faire
régresser I'athérosclérose de ces animaux [66-69], alors que la présence
d'un seul alléle d’apoE (+/-) permet de prévenir les hyperlipidémies suite a la
prise d'une diéte normale ou riche en matiéres grasses (91). Chez les
humains déficients en apoE (E0/0), on retrouve le méme type

d’hyperlipidémie que chez les souris apoE”

, c'est-a-dire une hausse accrue
du cholestérol, de VLDL-cholestérol, de triglycérides et de LDL-cholestérol
(92). La section ci-dessous, ainsi que la figure 2 illustrent I'importance des

différents réles physiologiques de I'apoE au sein de I'organisme.

2.6.1 L’apolipoprotéine E et le foie

Le foie étant une source abondante d'apoE, plusieurs équipes de
recherche se sont penchées sur son réle dans ce tissu. L'observation que
les souris apoE”" nourries avec une diéte faible en gras accumulent des
triglycérides hépatiques et produisent moins de VLDL a permis de suggérer
un role possible de I'apoE endogéne au niveau de la régulation de la
production de VLDL hépatiques (93;94). Mensenkamp et al. ont donc fait un
croisement génétique entre des souris apoE™ et des souris transgéniques
APOE3 afin d'obtenir des souris APOE3/apoE™. lls ont ainsi montré une
hausse de la production in vivo de VLDL-triglycérides (VLDL-TG) avec

lintroduction du transgéne APOE3, ce qui indique un réle de I'apoE dans la
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sécrétion de VLDL-triglycérides hépatiques et ce, indépendamment de son
réle dans la clairance des lipoprotéines (8). Ces expériences ne démontrent
cependant pas si I'apoE accroit la quantité de triglycérides dans les VLDL ou
a plutdt un impact sur le nombre de particules VLDL sécrétées. Pour ce faire,
I'équipe du Dr Rader s'est intéressée a la sécrétion des particules VLDL-
apoB qui est un indicateur du niveau de sécrétion des VLDL hépatiques,
puisqu'une molécule d'apoB est sécrétée par particule de VLDL. lIs ont
étudié l'effet de I'apoE sur la production de VLDL-apoB a partir de souris
déficientes en apoE et des souris surexprimant 'apoE. En comparaison avec
les souris témoins, ils ont observé une réduction de 33% de la production de
VLDL-apoB dans les souris apoE 7, tandis qu'une hausse de 48% de la

production de VLDL-apoB était observée chez les souris surexprimant I'apoE

(7).

2.6.2 L’apolipoprotéine E et les macrophages

Dans les macrophages, I'apoE module le métabolisme du cholestérol
cellulaire en médiant son efflux vers le foie a des fins de dégradation par la
voie biliaire (95;96). Le mécanisme de cet effet n'a pas été clairement
identifié. 1l a été suggéré que I'apoE endogéne se joindrait a la membrane
plasmique et interagirait avec les protéoglycans (97) afin de faciliter la sortie
du cholestérol via le transporteur ABCA1 ou SR-BI, puis transférer le
cholestérol aux HDL3 (98-100). Bien que I'apoE exogéne favorise 'efflux du
cholestérol, I'apoE endogéne est beaucoup plus apte a promouvoir cet effet
(100;101). Dans plusieurs études, il a été démontré qu’une faible expression
de l'apoE dans les souris déficientes en apoE permet la régression de
I'athérosclérose sans toutefois modifier le profil lipidique (102-106). On peut
donc concevoir que I'apoE posséde d’autres propriétés anti-athérogéniques

indépendamment de son réle au niveau du métabolisme des lipides.
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Figure 2. L’apolipoprotéine E: une molécule pléiotrope. L'apoE est synthétisée
et sécrétée par plusieurs tissus et exerce plusieurs réles physiologiques dans
'organisme. (section 2.6) (107).

2.6.3 L’apolipoprotéine E et les plaquettes

L'apoE offre une protection contre les maladies vasculaires en inhibant
I'aggrégation plaquettaire induite par des agonistes (épinéphrine, collagéne et
ADP) (108). Quelques investigateurs ont observé que les lipoprotéines
riches en apoE comme les HDL et les VLDL étaient trés efficaces quant a
linhibition de 'aggrégation plaquettaire (108-110;110;111). Riddell et al. ont
trouvé un mécanisme pouvant expliquer I'action de I'apoE au niveau des
plaquettes. lls ont montré que I'apoE se liait a des récepteurs spécifiques
comme le récepteur-2 apoE (apoER2) a la surface des plaquettes et induisait
la synthése d’oxyde nitrique (NO), ce qui permettait d’inhiber I'aggrégation
des plaquettes (108;111). D’un autre coté, la protéine associée au récepteur
(RAP) qui régule r'activité du récepteur LDL, empécherait 'apoE de lier les
plaquettes et réduirait I'effet anti-aggrégatoire de I'apoE (111).

2.6.4 L’apolipoprotéine E et les lymphocytes T

L'apoE joue également un réle important dans I'immunorégulation en
supprimant la prolifération des lymphocytes T (112). Bien que 'apoE liée aux
lipoprotéines soit plus efficace, I'apoE libre serait aussi un inhibiteur potentiel
de la prolifération lymphocytaire (113). Kelly et al. ont démontré que 'apoE
inhibait la prolifération des cellules T (CD4 et CD8) en partie en réduisant
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l'activité de [interleukine-2 (IL-2) (112). Par conséquent, les cellules
arrétaient de croitre et restaient en phase Gi du cycle cellulaire (114).
L'apoE interférerait en outre avec I'accumulation de calcium et diminuerait la

transition du phosphatidylinositol (115-117).

2.6.5 L’apolipoprotéine E et le muscle

Les cellules du muscle lisse ont un rble critique dans le
développement de 'athérosclérose. La plupart du temps, c'est le premier
type cellulaire a se retrouver au niveau de la plaque d’athérome. Dans une
artére saine, les cellules du muscle lisse se retrouvent dans un état
quiescent. Suite a des dommages dans l'artére et a la dénudation de
I'endothélium, les cellules du muscle lisse sont activées grace a des facteurs
de croissance et a des cytokines. Les cellules du muscle lisse migrent
ensuite vers l'intima ou elles proliférent et forment la neointima (117). 1l a été
démontré que l'apoE intervenait spécifiquement dans le processus de
migration et de prolifération par des mécanismes distincts. L'équipe du Dr
Hui a montré a partir de cellules du muscle lisse d'aorte de rat (A7r5) et de
cellules du muscle lisse provenant d’'une artére coronarienne humaine que
I'apoE purifiée inhibait la migration et la prolifération cellulaire médiées par le
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et les LDL oxidées
(oxLDL) (118). Cet effet était accompagné d’'une baisse de I'activité MAP
kinase et d’'une réduction du niveau d’ARNm de la cycline D1, ce qui suggére
l'arrét du cycle cellulaire en G¢/G1(119). Cette méme équipe a montré que
I'effet de I'apoE sur la prolifération et non sur la migration était causé par
l'activation de l'inducible nitric oxide synthase (iINOS) ou par la liaison aux
HSPG (118;120). L’apoE inhiberait plutét la migration des cellules du muscle
lisse en se liant & la LRP-1, ce qui activerait 'adénosyne monophosphate
cyclique (AMPc), puis la protéine kinase A (PKA) (120-122). Hui et al. ont
montré que l'isoforme apoE3 était plus efficace que I'apoE2 pour inhiber la
prolifération des cellules du muscle lisse, alors que I'apoE4 n’avait aucun
effet. Les trois types d'isoformes possédent toutefois les mémes aptitudes
pour empécher la migration des cellules du muscle lisse (123) (Fig. 2).
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2.6.6 L’apolipoprotéine E et le cerveau

Des études in vitro de Nathan et al. a partir de neurones provenant de
ganglions ont permis de démontrer que I'apoE3 des B-VLDL permettait
d'induire I'extension (outgrowth) des neurones, alors que I'apoE4 avait un
effet opposé (124). Peu aprés, le méme résultat a été obtenu, mais cette
fois-ci avec une incubation avec des HDL (125). L'effet stimulatoire de
I'apoE3 sur la croissance neuronale a été démontré dans plusieurs lignées
neuronales (126-129). DeMattos et al. ont transfecté de fagon stable la
construction pcDNA3-apoE3 dans les cellules Neuro-2A et ils ont montré
qu'une hausse de la synthése d'apoE3 endogéne corrélait avec une
stimulation de I'extension des neurones et ce, en absence de B-VLDL et de
lipides exogénes (126). Cette action de I'apoE3 est reliée a son interaction
avec des recepteurs membranaires qui activent certaines voies de
signalisation impliquées dans la croissance cellulaire. Plusieurs études ont
recensé une inhibition de I'extension neuronale lors d'utilisation d'anticorps
contre la LRP (125;128). Une question demeurait toutefois ambigiie.
Sachant que I'apoE3 et I'apoE4 ont la méme affinité pour la LRP, comment
expliquer leur effet contraire sur I'extension des neurones? La réponse
s'explique par une autre propriété de I'apoE sur la stabilité du réseau
cytosquelettique. |l a été découvert a partir des cellules Neuro-2 que I'apoE3
s'accumulait davantage que I'apoE4 dans le milieu intracellulaire. Il a été
démontré de plus que I'apoE3 interagissait mieux que l'apoE4 avec la
tubuline, ce qui résultait en une plus grande polymérisation des microtubules
(130). Finalement, la production et le dépét excessifs de peptides B-amyloide
(AB) jouent un réle crucial dans la pathologie de I'Alzheimer (82;83) et une
étude récente a montré que la protéine tau (associée aux microtubules) est
essentielle a la neurotoxicitt causée par les peptides Ap (131).
Contrairement a I'apoE3, I'apoE4 stimulerait la phosphorylation de tau, ayant
comme conseéquence d'empécher I'assemblage adéquat des microtubules
(132).
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2.6.7 Les autres réles de I'apolipoprotéine E

L’apoE posséde plusieurs autres fonctions. Elle permet notamment
I'activation d'enzymes clés impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines
telles que la lipase hépatique, la CETP et LCAT (133-135). L'apoE posséde
une activité anti-oxydante (E2>E3>E4); elle est capable d'inhiber I'oxydation
des lipoprotéines par le cuivre et de lier certains ions métalliques comme le
Cu® et le Fe** (136). De cette fagon, I'apoE pourrait empécher
l'accumulation de LDL oxidées (oxLDL) qui sont impliquées dans le
processus de l'athérosclérose (136). Il a été observé que I'expression de
'apoE était directement proportionnelle a l'augmentation de cholestérol
estérific dans la glande surrénale et corrélait inversement a la
stéroidogénése par un mécanisme impliquant 'AMPc et la protéine kinase C
(PKC) (137-139) (Fig. 2).

En résume, I'apoE est une molécule pléiotrope. Les fonctions globales
de [l'apoE dans [lorganisme sont majoritairement de nature anti-
athérogénique. Elle joue un réle extrémement important dans I'épuration des
lipoprotéines, la synthése et la sécrétion de VLDL par le foie, le transport
inverse du cholestérol vers le foie, l'inhibition de I'aggrégation plaquettaire,
I'inhibition de la prolifération des lymphocytes T et des cellules du muscle
lisse, I'extension des neurones, I'activation d’enzymes du métabolisme des
lipoprotéines et 'oxydation des lipides. L'apoE est également synthétisée et
sécrétée par le tissu adipeux. Cependant, peu d'équipes de recherche se
sont consacrées a I'étude de cette protéine dans les adipocytes et son réle

demeure encore inconnu.

3. Le tissu adipeux et les adipocytes
3.1 Généralités

Les adipocytes dans 'organisme captent les acides gras non estérifiés
(NEFA), ainsi que les résidus de lipoprotéines et permettent le stockage des
graisses principalement sous forme de triglycérides. Un déséquilibre entre

I'apport en lipides et la dépense énergétique peut entrainer des troubles
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métaboliques sévéres. Un excés ou une diminution de la taille du tissu
adipeux résultent respectivement en I'apparition de maladies comme I'obésité
et la lipodystrophie. De plus, le tissu adipeux étant un organe endocrinien, il
synthétise et sécréte plusieurs hormones qui peuvent agir sur d'autres tissus
cibles tels que le ceeur, le foie, le muscle et le pancréas. Une homéostasie
inadéquate du tissu adipeux peut par conséquent entrainer des changements
au niveau du métabolisme du glucose et des lipides et causer la résistance a
l'insuline, le diabéte de type II, le syndrome métabolique ou des maladies
cardiovasculaires (4;140).

3.2 La différenciation cellulaire et I’'adipogénése

Le processus de différenciation cellulaire des adipocytes est complexe
et peut étre regroupé en plusieurs étapes. Les cellules souches donneraient
naissance a des cellules précurseurs mésenchymales, puis a des
préadipocytes par des événements moléculaires mal compris. Une étape
déterminante dans le développement des adipocytes est larrét de la
croissance cellulaire. |l s’agit d’'un arrét du cycle cellulaire qui est causé la
majorité du temps par le contact entre les cellules lorsqu’il y a confluence
(141). Cette étape est essentielle pour amorcer la différenciation des
preadipocytes en adipocytes matures. La plupart des systémes de culture in
vitro de préadipocytes comme les cellules 3T3-L1 de souris requiérent un
cocktail de différenciation incluant de l'insuline, du dexaméthasone (DEX) et
de lisobuthylmethylxanthine (IBMX). Ces composés permettent I'activation
des voies de signalisation et le déclenchement du processus de
différenciation(142). La cellule accumule dés lors beaucoup de lipides
(surtout des triglycérides) et des changements relatifs a I'expression de
nombreux génes surviennent (143;144). |l y a des altérations au niveau de la
matrice extracellulaire et un remodelage du cytosquelette, faisant en sorte
que les préadipocytes de forme fibroblastique se transforment en adipocytes
matures de forme sphérique avec I'apparition de vacuoles lipidiques (Fig. 3).
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Figure 3. Le développement des adipocytes. La différenciation des adipocytes
est un long processus faisant intervenir plusieurs génes clés et des changements
morphologiques importants (section 3) (142).

3.3 Facteurs modulant la différenciation des adipocytes
3.3.1 Les hormones et les facteurs de croissance

Les cytokines et les facteurs de croissance, en liant leurs récepteurs
sur la membrane plasmique, influencent grandement la différenciation des
adipocytes via [l'activation de régulateurs intracellulaires qui médient
différents effets sur la croissance cellulaire et le métabolisme des lipides.
L’hormone de croissance (GH) permettrait la différenciation des cellules de

souris 3T3-F442A en adipocytes en induisant un état anti-mitogénique, ce qui
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serait accompagné par une baisse de la production de protéines de la
matrice extracellulaire telles que la fibronectine et le collagéne a-l (145). Cet
effet n'est cependant pas observé dans tous les systémes étudiés, puisque la
GH n’a pas d’effet sur la différenciation des adipocytes chez 'humain et le rat
(146;147). La GH active la transcription génique de linsulin-like growth
factor-1 (IGF-l) qui promouvoit la différenciation des adipocytes. Une étude a
montré que I'IGF-l permettait la différenciation des cellules Ob1771 via un
modele autocrine/paracrine (148).

Il existe également plusieurs hormones et facteurs de croissance qui
inhibent la différenciation cellulaire des adipocytes dont le facteur de
croissance épidermal (EGF) et le TGF-a agissent via la classe de récepteur
EGF. Il a été montré que EGF inhibait la différenciation des préadipocytes de
souris, de rat et d’humain (149;150), tandis qu’une surexpression stable de
TGF-a dans les souris et dans des lignées cellulaires permettaient d’inhiber
la différenciation des adipocytes en plus de réduire de 50% le gras corporel
(151). Dans la plupart des modéles de culture cellulaire, le TGF-B agit
comme inhibiteur de la différenciation des adipocytes probablement en
permettant une hausse de la synthése des composantes de la matrice
extracellulaire (152-155). Des études in vitro et in vivo ont montré que le
TNF-a empéchait la différenciation des adipocytes en partie en réduisant le
niveau d’ARNm et de protéines LPL. Etant donné que le TNF-a engendre
aussi l'apoptose dans les cellules tumorales, il n'est pas exclu qu'il puisse
affecter la survie des adipocytes en plus de diminuer la masse en tissu
adipeux (156).

3.3.2 Les facteurs de transcription

La conversion des pré-adipocytes en adipocytes matures est effectuée
majoritaitement grace a deux familles de facteurs de transcription nommées
PPAR et C/EBP qui sont des facteurs critiques dans le processus de

différenciation des adipocytes.
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Il existe trois types de PPAR soient PPAR-a, PPAR-5 (appelé aussi
PPAR-B) et PPAR-y. Les PPARs appartiennent a la famille de récepteur
nucléaire de type Il. Les prostaglandines (PGJ2, PGH1 et PGH2), les acides
gras et leurs composés dérivés comptent parmi les ligands qui permettent
I'activation des PPARs (157). lls peuvent donc ensuite hétérodimériser avec
le récepteur RXR et lier une séquence spécifique (PUGGTCA) correspondant
a son élément de réponse (PPRE) sur le promoteur de génes cibles afin
d’induire leur transcription (158;159). Il a été montré que PPAR-y activait la
transcription de la LPL, FAT/CD36, FATP, l'acétyl-CoA carboxylase, la
synthétase d'acides gras, et la ATP-citrate lyase, alors qu'elle réprime
I'expression de la leptine et la résistine (160). PPAR-o. est exprimé
principalement dans le foie, le coeur, le muscle et le tissu adipeux ou il permet
I'oxydation des acides gras, alors que PPAR-B/5 est exprimé dans tous les
tissus et agit au niveau de I'oxidation des acides gras et de la thermogénése
dans le tissu adipeux (161;162). En effet, des souris transgéniques ayant
une forme active de PPAR-B/5 dans le tissu adipeux sont résistantes a
l'obésité, aux hyperlipidémies et aux stéatoses tissulaires. Elles sont
résistantes a I'obésité lorsqu’elles sont nourries avec une diéte riche en gras
ou lorsqu'elles sont prédisposées génétiquement (Lepr™®®) (163). PPAR-y
est majoritairement exprimé dans le tissu adipeux et le foie, mais également
dans le muscle (164). Il existe deux types d'isoformes de PPAR-y dans le
tissu adipeux; PPAR-y1 (ubiquitaire) et PPAR-y2 (spécifique aux adipocytes).
La protéine PPAR-y2 est constitué de 30 acides aminés de plus que PPAR-y1
a son extrémité amino-terminale et serait plus apte a I'activation génique
(165). Des études in vitro suggérent d'ailleurs que PPAR-y2 serait plus
important que PPAR-y1 dans le processus d’adipogénése (166;167). Dans
les adipocytes, PPAR-y intervient dans le processus de I'adipogénése, de la
lipogénése, de I'entreposage de lipides et de la production d'adipokines.
Dans le foie, il permet la lipogénése et I'entreposage de lipides et il régule la

sensibilité a l'insuline dans le corps entier (161). L’absense de PPAR-y chez
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la souris empéche le développement adéquat du tissu adipeux, alors que
chez 'humain, la présence d'un seul alléle avec des mutations dominantes-
négatives dans le géne PPARy entraine une lipodystrophie partielle, ainsi

que la résistance a l'insuline (164;168-172).

La famille de facteurs de transcription C/EBP a diverses fonctions dans
la prolifération et la différenciation cellulaire, le métabolisme, et I'inflammation
dans plusieurs types cellulaires comme les hépatocytes, les adipocytes et les
cellules hématopoiétiques (173). Elle est constitué de 6 membres (C/EBPa-
C/EBPC ) et posséde un domaine d’activation transcriptionnel basique et un
motif adjacent de glissiére de leucines, ce qui permet I'homo- ou
I'hétérodimérization (173). Lors de la différenciation cellulaire des
adipocytes, C/EBP-f et C/EBP-§ sont les premiers a étre exprimé, suivis de
C/EBP-a. Il a été avancé que C/EBP-p et C/EBP-5 formeraient un
hétérodimére et activeraient la transcription de C/EBP-o. , de méme que
PPAR-y (174;175). Plusieurs expériences ont permis de démontrer le rdle
tres important de C/EBP dans la différenciation des adipocytes. L’expression
ectopique de C/EBP-a et - dans des cellules 3T3 cultivées en absence de
stimuli adipogéniques permettait d'initier le processus d’adipogénése, tandis
que C/EBP-8 accentuait le processus (176-178). L'utilisation
d'oligonuceéotides antisens contre C/EBP-a a permis de montrer un blockage
au niveau de la différenciation, résultant en une réduction de I'accumulation
de triglycérides et des changements d’expression de plusieurs génes dans
les préadipocytes 3T3-L1 (179). Finalement, les souris déficientes en
C/EBP-a. meurent d’hypoglycémie peu longtemps aprés leur naissance et
ont une accumulation réduite de lipides dans le tissu adipeux (180). Cette
étude a pu montrer l'implication de C/EBP-a. dans le métabolisme du glucose.
Les souris déficientes en C/EBP-a. ont une expression réduite de la glycogen
synthase et de trois enzymes impliquées dans la synthése du glucose (la
glucose-6-phosphatase, la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK), et
la tyrosine aminotransférase), empéchant la synthése de novo du glucose
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(180). 1l a été montré que C/EBP-a liait et permettait d'influencer la
transcription d'autres génes impliqués dans le métabolisme des lipides et du
glucose. Il active la transcription de la protéine de liaison aux acides gras
des adipocytes (aP2), la stearoyl-CoA desaturase1 (SCD1), le transporteur
de glucose GLUT-4, la PEPCK, la leptine et le récepteur de l'insuline (142).

3.4 L’adipocyte mature

La différenciation des préadipocytes immatures en adipocytes matures
occasionne des changements d’'expression d’'une panoplie de génes ayant
des fonctions variées dans la cellule. La présence de TARNm de la LPL, par
exemple, est un signe de I'état précoce de différenciation des adipocytes et
serait méme considérée parfois comme étant un marqueur de l'arrét de
croissance cellulaire (181;182). Le changement dans le type et le niveau des
composantes de la matrice extracellulaire et du cytosquelette permet ensuite
lexpression de C/EBP-a et PPAR-y (142). Ces deux protéines sont
impliquées dans la phase terminale de différenciation ol I'adipocyte
augmente la lipogénése de novo et acquiert la sensibilité a l'insuline. Ce
processus est accompagné d'une hausse accrue (10-100 fois) de la synthése
d’enzymes impliquées dans le métabolisme des triglycérides tels que 'ATP
citrate lyase, I'enzyme NADP-malic, I'acétyl-CoA carboxylase, SCD1, la
glycerol-3-phosphate acyltransférase, la glycerol-3-phosphate
déhydrogénase, la synthase d’acide gras et la glycéraldéhyde-3-phosphate
déhydrogénase. |l y a une hausse des transporteurs de glucose, de
recepteurs d'insuline et de la sensibilité a I'insuline. On remarque aussi une
augmentation de la synthése de I'aP2, de FAT/CD36, un transporteur
d’acides gras situé a la surface des adipocytes, et de la périlipine, une
protéine associée aux vacuoles lipidiques. Une fois matures, les adipocytes
sont aptes a synthétiser et a sécréter plusieurs protéines appelées
adipokines (leptine, TNF-a, IL-6, adiponectine, résistine, ASP) qui peuvent
agir au niveau du tissu adipeux ou sur plusieurs autres organes afin de

médier plusieurs réponses physiologiques (142).
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3.5 Les adipokines

Les adipocytes matures sécrétent des adipokines qui affectent la
réponse immunologique, les fonctions vasculaires et la régulation de I'appétit.

Le géne Ob code pour une protéine appelée leptine qui est exprimée
majoritairement dans le tissu adipeux (183). Une mutation dans le géne de la
leptine méne a l'obésité, I'hyperphagie et la résistance a l'insuline dans les
souris ob/ob (183). La leptine agit principalement au niveau de son récepteur
(OB-R) situé dans I'hypothalamus, mais aussi dans les tissus périphériques
comme le tissu adipeux ou elle réduit la prise de nourriture et stimule la
dépense énergétique (184). L'insuline, les estrogénes et les glucocorticoides
activent la production de la leptine, alors que la GH et les androgénes la
répriment. Plus spécifiquement, il a été montré que C/EBP-a se liait au
promoteur du gene Ob et activait sa transcription, tandis que PPAR-y avait
I'effet contraire (185;186).

Le TNF-a induit la résistance a l'insuline, I'anorexie et la perte de poids
(184). La quantité d’ARNm TNF-a est proportionnelle a I'adiposité du corps
humain et diminue lorsqu’une personne obése perd du poids (187). Les
tiglycérides et les NEFA semblent étre des stimulateurs de la synthése de
TNF-a dans le tissu adipeux, puisque des rats nourris avec une diéte riche en
gras sécretent davantage de TNF-a (188). L'administration chronique de
TNF-a affecte I'adipocyte mature en causant un changement du phénotype
de [ladipocyte, le rendant de forme fibroblastique semblable aux
préadipocytes (189). Le TNF-a inhibe entre autres I'expression des deux
plus importants régulateurs de la différenciation des adipocytes soient CEBP-
a et PPAR-y2 (190;191). Ceci pourrait avoir un effet sur la synthése de
protéines telles que la LPL, aP2, Ila synthétase d’'acides gras, I'acétyl-CoA
carboxylase, la glycérol-3-phosphate déshydrogénase (GPDH), GLUT-4, ou
autres.
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Il existe d'autres adipokines telles que [interleukine-6 (IL-6),
l'adiponectine, la résistine et la protéine stimulant 'acylation (ASP). [l a été
montré que 'expression de l'interleukine-6 (IL-6) corrélait positivement avec
I'indice de masse corporelle (IMC) (192). IL-6 abaisse le niveau d’ARNm et
de protéines LPL et serait impliquée dans la perte de poids suite a I'apparition
de certains cancers (193). |l régule a la baisse le géne et la protéine
adiponectine in vitro dans des cellules 3T3-L1 (194). Le TNF-a, la
norépinéphrine, l'isopraline, et les agonistes du récepteur B3-adrénergénique
augmentent la production d’IL-6, tandis que le dexaméthasone a [effet
opposé (195;196). L’'adiponectine (Acrp30, adipoQ) est une autre protéine
sécretée par le tissu adipeux (197). Le géne de I'adiponectine est réguié a la
baisse par les glucocorticoides, les agonistes B-adrénergiques, le TNF-a et
'obésité, tandis qu'il est induit par IGF-I, 'exposition au froid et chez les
personnes minces (198). Meada et al. ont su montrer que les souris
deficientes en adiponectine avaient de la difficulté a épurer les acides gras
plasmatiques vers les tissus périphériques, synthétisaient beaucoup de TNF-
o dans le tissu adipeux, possédaient des concentrations de TNF-o
plasmatiques trés élevées et développaient la résistance a linsuline lorsque
les souris étaient nourries avec une diéte riche en gras (199). La résistine a
d’abord été décrite comme étant une protéine impliquée dans la résistance a
linsuline (200). Le niveau de résistine dans le sérum était plus élevé chez
les souris obéses et les souris diabétiques. La résistine diminue
l'incorporation de glucose médiée par linsuline et augmente la production de
glucose hépatique in vivo (200;201). Finalement, les souris déficientes en
ASP ont une clairance des triglycérides retardée en comparaison avec les
animaux témoins (184). De plus, lorsqu'il y a délétion de I'ASP dans les
souris ob/ob, il n'y a pas de réduction de la dépense énergétique
normalement retrouvée, ce qui indique un réle probable de 'ASP dans la
dépense énergétique (202).
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3.6 Les cellules de liposarcome humain SW872

Il existe plusieurs lignées cellulaires (3T3-L1, 3T3-F442A, Ob17,...)
permettant d'étudier le métabolisme des lipides au niveau du tissu adipeux.
Ces lignées immortalisées provenant du rat ou de la souris possédent
cependant quelques différences sur le plan métabolique avec 'humain. Pour
cette raison, nous avons opté pour les cellules humaines SW872 qui furent
isolées d’'un male caucasien de 36 ans. Ces cellules sont issues de tumeurs
malignes et ont été classées comme étant un liposarcome (ATCC). Ces
tumeurs sont retrouvées la plupart du temps dans la région rétropéritonéale
et au niveau de I'épaule. Morton et al ont montré que les cellules SW872
exprimaient la LRP, I'adipsin, la LPL, la CETP, CD-36 et la cavéolin 1 et 2
lorsqu’elles sont & 80% de confluence (203). Izem et al. ont montré que les
SW872 sécrétaient du cholestérol estérifié et I'incubation de ces cellules avec
de l'oléate résultait en I'accumulation de goutelettes lipidiques (204). Ces
cellules sont quelques peu différenciées, puisqu'elles expriment certains
marqueurs de différenciation comme la LPL et PPAR-y (14;204). Par
conseéquent, les cellules SW872 ne requiérent pas de cocktail de
différenciation comme la plupart des autres modéles d'adipocytes. Elles sont
egalement immatures et elles ont besoin d'étre cultivées sur une période de
deux semaines en présence de sérum afin de faciliter la différenciation
terminale et la maturation des cellules, représentées par I'accumulation de
lipides. 1l faut cependant étre prudent avec I'utilisation d’une lignée cellulaire
(SW872) quant a I'extrapolation des résultats expérimentaux issus de celle-ci.
En effet, une lignée tumorale peut avoir certaines altérations au niveau de
son programme génétique ou métabolique faisant en sorte qu'elle ne se
comporte pas exactement comme des adipocytes normaux. Néanmoins, il
s'agit d’'un bon modéle pour étudier la biologie des adipocytes.

Au sein de notre laboratoire, Wassef et al. ont caractérisé davantage
les cellules SW872 en se penchant plus particuliérement sur I'implication de
I'apoE et I'apoC-lI dans la maturation des cellules (14). Ces travaux ont
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montré que bien que régulées differemment, 'apoE et 'apoC-l semblent jouer

un réle important dans la maturation des cellules SW872.
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1. ABSTRACT

ApoE plays a central role in cellular and systemic lipid metabolism. It
is synthesized and secreted by adipose tissue but its function in this tissue
has not been clearly elucidated. In order to investigate the role of apoE in
adipocyte lipid metabolism and differentiation, we stably overexpressed
apoE3 in human SW872 liposarcoma cells. Surprisingly, an increase in
cellular growth and a decrease in triglyceride and cholesterol levels was
observed in apoE-transfected cells cultured for 15 days in the presence of
10% fetal bovine serum (FBS) or 10% lipoprotein-deficient serum (LPDS),
whereas exogenous apoE added to wild-type cells had no effect. ApoE-
transfected cells underwent more cell divisions than control cells and there
was a significant decrease of PPAR-y1, PPAR-y2 and SCD1 mRNA levels,
suggesting that cellular apoE may affect the final differentiation of human

adipocytes.

2. INTRODUCTION

Apolipoprotein E (apoE) plays a central role in the etiology of
atherosclerosis, diabetes and obesity, by regulating both cellular and
systemic cholesterol and triglyceride metabolism (14;90;205;206). ApoE is a
constituent of chylomicrons, very low-density lipoproteins (VLDL),
intermediate-density lipoproteins (IDL) and high-density lipoproteins (HDL). It
mediates the clearance of these lipoproteins by binding to heparan sulfate
proteoglycans (HSPG), and by acting as a ligand for the LDL receptor
(LDLRY), the LDL receptor-related protein (LRP), and the VLDL receptor (18-
20).

The human apoE gene is located on chromosome 19 and codes for a
glycoprotein of 299 amino acids (~34 kDa) (39). ApoE is mainly synthesized
and secreted by the liver, but it is also found in many tissues including
adipose tissue, brain, skin and macrophages (9-13). In hepatocytes,
increased apoE synthesis causes an increase in VLDL-TG and VLDL-apoB



P

31

production(7;8), whereas in macrophages, increased apoE synthesis leads to
an increase of cholesterol efflux (100;101). The role of apoE synthesized by
adipocytes has not however been elucidated.

It is well accepted that adipose tissue is a source of a number of
metabolic factors, which have pronounced effects on other organs. Leptin,
adipsin, acylation stimulation protein (ASP), adipocyte complement-related
protein (Acrp30/AdipoQ), tumor necrosis factor (TNF-a) and plasminogen
activator inhibitor type 1 (PAI-1) are prominent examples that play a role in
appetite regulation, immune response, vascular function and lipid metabolism
(19;142). Zechner et al. have shown that apoE is synthesized and secreted
by differentiated mouse 3T3-L1 adipocytes and by human adipose tissue
biopsies (13). Furthermore, intracellular apoE protein and mRNA were found
to increase during adipocyte differentiation. We have similarly found that
apoE protein and mRNA levels increase during maturation of human SW872
liposarcoma cells (14). These cells are partially differentiated adipocytes as
shown by the expression of LPL and PPAR-y (14;203). They are however
immature and need to be cultured with serum to accumulate lipid droplets.
ApoE production may cause lipid accumulation in maturing cells, or
conversely, lipid accumulation may be responsible for the increase of apoE
production, which then mediates lipid efflux in SW872 cells. In order to shed
light on this question and further investigate the effect of apoE on adipocyte
lipid metabolism, we have stably overexpressed human apoE in SW872
liposarcoma cells — a cell line which has been used previously to study the
biology of human adipocytes (14;207;208).

3. EXPERIMENTAL PROCEDURE

3.1 Materials. Human SW872 liposarcoma cells were purchased from
American Type Culture Collection (Rockville, MD). Dulbecco’'s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) high glucose, Ham's F-12 nutrient mixture and
geneticin were obtained from GIBCO (Grand Island, NY). Fetal bovine serum
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(FBS) was purchased from GIBCO (St. Louis). Bovine lipoprotein-deficient
serum (LPDS) was prepared by ultracentrifugation at density 1.25 g/mL using
solid KBr and was dialyzed against physiological saline (0.15M).

3.2 Transfection. SW872 cells were transfected (lipofectamine and Plus™
Reagent, Invitrogen) with the expression vector pPCDNA; containing the cDNA
of human apoE3. Human apoE cDNA was prepared as published (209) The
cDNA was sequenced on an Applied Biosystems 373A DNA sequencer using
a Thermo Sequenase dye terminator kit (Amersham Pharmacia Biotech, Baie
D'urfé, Que.), before subcloning into mammalian expression vector pPCDNA;.
Stable transfectants were selected with geneticin (G418) and different clones
were chosen for further characterization.

3.3 Cell culture. SW872 cells (initially 0.5-1.0 X 10° per well) were plated
onto six-well plates (Falcon) and cultured in DMEM high glucose: Ham's F12
(3:1, viv) supplemented with NaHCO3; (3.7 g/L.), 100 uM non-essential amino
acids, 50 U/mL penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 10% FBS and geneticin
(transfected cells; 0.3 mg/mL), in a humidified incubator (5% CO,, 37°C).

Non-transfected cells (WT), vector-only transfected cells (V) and apoE-
transfected cells (E+) were incubated for 2, 8 or 15 days with 10% fetal
bovine serum (FBS) or 10% lipoprotein-deficient serum (LPDS). Media was
changed every two days. Cells were washed two times with PBS and

counted by trypan blue exclusion using a hemacytometer.

3.4 Lipid extraction and assays. Cells were washed two times with PBS
before being extracted three times (one hour each) with 1 mL hexane:
isopropanol (3:2, v/v). Total extracts were centrifuged 10 minutes at 1500g.
Supernatants were dried under nitrogen. Total cholesterol and triglyceride
were quantified by enzymatic reaction using reagents obtained from Roche
Diagnostics (Indianapolis, IN).
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3.5 Protein assays. ApoE was quantified by ELISA (210). Cells were
washed two times with PBS, harvested and dissolved in lysis buffer (50mM
TRIS-Base, 150Mm KCI and 1% Tween) before quantification of cellular apoE
by ELISA. The ELISA was specific for human apoE and did not recognize
bovine apoE in the FBS. To measure total cellular proteins, cells were
washed with PBS and solubilised with 0.1M NaOH. Total proteins were
stored for one day at 4°C before quantification according to Lowry et al. (211)

with albumin as a standard.

3.6 CFDA-SE fluorescent-dye cell labeling and division assay. CFDA-SE
(carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester) (Vybrant ™ CFDA SE Cell
Tracer Kit (V-12883), Molecular Probes, Eugene, Or) was used to verify cell
division kinetics. About 8 X 10° cells were centrifuged, resuspended in 0.1%
bovine serum albumin-phosphate-buffered saline (BSA-PBS) and filtered
through a 70 pm nylon filter. A solution containing 0.1% BSA-PBS and 20uM
CFDA-SE (prepared with DMSO provided with the kit) was added to the cells
at a final concentration of 10uM of CFDA-SE. The cells were mixed gently
and incubated for 10 minutes in a 37°C waterbath. The reaction was stopped
by adding DMEM-F12 (3:1) containing 10% FBS. The cells were washed 3
times with medium to allow free, unreacted CFDA-SE, to diffuse out. Cells
were plated in 6 wells plate (0.6 X 10° cells/well) and an aliquot was kept to
determine parental generation as reference. CFDA-SE-labeled cells were
analysed by flow cytometry as described below.

3.7 Flow cytometry. CFDA-SE-labeled cells were washed 2 times with PBS
and resuspended in 0.1% BSA-PBS before analysis on FACScan (Becton
Dickinson) and Cell Quest Pro software. Final analysis of results was done
on Mod Fit software.

3.8 mRNA assays. RNA was extracted with Trizol® (Invitrogen, Burlington,

Ontario), according to the manufacturer's instructions and quantified using a
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spectrophotometer. Reverse transcriptase reaction was performed and
cDNA was amplified by real-time PCR on an MX4000 using the SYBR green
mastermix purchased from Qiagen (Mississauga, Ontario). Analyses were
done with the Mx4000 software. PPAR-y1, PPAR-y2, SCD1, INSR, CD36,
C/EBP-a and LRP mRNA levels were normalised with ribosomal protein S14.
All primers were designed using Primer3 software and purchased from

Invitrogen (Burlington, Ontario).

3.9 Statistical Analysis. Data are expressed as means * SD or SEM.

Statistical analyses were performed using unpaired Student’s t-tests.

4. RESULTS

Characterization of apoE-transfected SW872 cells. To study the role of
endogenous apoE in adipocyte lipid metabolism and maturation, SW872
liposarcoma cells were stably transfected with human apoE3. After selection
in geneticin, different clones were cultured for two days and then
characterized.  Cellular and secreted apoE were determined in non-
transfected wild-type cells (WT), six vector-only transfected cell lines (V) and
six apoE-transfected cell lines (E+, E++, E+++). The amount of cellular apoE
was similar in V and WT cells. Cellular apoE was increased 3-, 8- and 25-fold,
respectively, in E+, E++ and E+++ transfected cells (Fig. 4A). ApoE levels in
cell media were much higher than cellular apoE levels and were significantly
increased in apoE-transfected cells (i.e., 6-, 25- and 100-fold, resp., Fig. 4B).

Endogenously synthesized apoE affects cell growth and lipid
accumulation in SW872 cells. Two apoE-transfected cell lines, expressing 3-
and 25-times more cellular apoE, were used to evaluate the effects of
increased concentrations of cellular apoE on lipid metabolism. As shown in
Figure 5, cells incubated for two days in the presence of 10% FBS showed no
difference in cell growth (cell number and total cellular protein) or lipid content

(triglyceride and cholesterol), despite a large increase in cellular apoE. In
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contrast, when SW872 cells were cultured for 15 days in the presence of
FBS, a 2-fold increase was observed in cellular growth in apoE-transfected
cells, as reflected by an increase in both cell number and total cell protein. At
the same time, there was a significant decrease in levels of cellular
triglyceride (~75%, P < 0.001) and cholesterol (~45%, P < 0.001) (Fig. 5C
and D). These effects of apoE on cellular growth and lipid accumulation were
not dose-dependent, since the magnitude of observed effects was identical
whether cells expressed 3 or 25 times more apoE. Similar results were
obtained with 4 other apoE-transfected cell lines. A time-course study
showed that the effect of apoE on cell growth was already apparent after 8
days in culture (data not shown).

In order to determine the effect that an absence of lipoproteins in
serum would have on cellular growth and lipid accumulation in SW872 cells
overexpressing apoE, WT, V and apoE-transfected cells were cultured for 15
days in serum devoid of lipoproteins (10% LPDS). An increase in cellular
growth and a reduction in cellular lipids were observed for the two apoE-

transfected cells (Fig. 6).

Exogenous apoE has no impact on cell growth and lipid accumulation
in SW872 cells. To verify if effects on cellular growth and lipid accumulation
were due to endogenously-synthesized or exogenous apoE, non-transfected
SW872 cells were incubated with medium from vector-only transfected cells
(vector medium) or medium from apoE-transfected cells (E+ medium). Cells
were cultured for 15 days in the presence of 10% FBS. No effect was
observed on cellular growth or lipid levels (Fig. 7), despite large differences in
the amount of apoE present in the medium (Fig. 7C).

Endogenously synthesized apoE affects cell division. CFDASE
(carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester) was used to clarify the
specific effect of endogenous apoE on cell growth. CFDASE passively
diffuses into cells. When its acetate—groups are cleaved by intracellular
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esterase, CFSE is able to form conjugates with intracellular amines and is
retained in the cells whereas unconjugated reagent passively diffuses out of
the cell. When cells divide the label is distributed between daughter cells,
which become half as fluorescent as their parents. Each successive
generation of proliferating cells is marked by a two-fold decrement in cellular
fluorescent intensity. We used WT, V and E+ cells to study the effect of
endogenous apoE on the kinetics of cell division. Cells were incubated for 9
days in presence of 10% FBS. As seen in Figure 8, a peak at day 0
corresponds to the parents or generation 1 (WT; 99%, V; 92% and E+; 90%).
At day 9, 90% of WT cells and 92% of V cells were in generation 8, whereas
77% of E+ cells were already in generation 9 and 17% had reached
generation 10. These last results suggest an effect of endogenous apoE on

cellular proliferation of SW872 cells.

Peroxysome proliferator-activated receptor gamma and Stearoyl-CoA
desaturase 1 mRNA are downregulated in apoE-transfected SW872 cells. A
key step in the pathway of adipocyte differentiation is growth arrest at
confluence (141). At this stage, cells accumulate triglycerides and several
changes in gene expression occur. Peroxysome proliferator-activated
receptor gamma (PPAR-y) and CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP-u)
play a major role in adipocyte terminal differentiation (142). Expression of
both PPARs follows a typical pattern - there was a decline in the first 8 days,
followed by increased expression thereafter (14). PPAR-y1 and PPAR-y2
mRNA levels were determined by real-time PCR in WT, V and E+ cells
cultured for 2, 8 and 15 days with 10% FBS. At day 2, there was no
significant difference in the level of PPAR-y1 and y2 in different cell lines. A
decrease of PPAR-y1 (~35% versus V cells) and PPAR-y2 (~55% versus V
cells) was observed in apoE-transfected cells at day 8. Furthermore, PPAR-y
mRNA levels remained low after 15 days in culture and were significantly
reduced compared to WT and V cells (Fig. 9). There was no change in
C/EBP-a in E+ cells after 2 and 15 days of maturation (Table I).
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Other genes involved in lipid and glucose metabolism, such as the
insulin receptor (INSR), the LDL receptor-related protein (LRP), and the
scavenger receptor CD36 play an important role in cell signaling and lipid
incorporation characteristic of cell maturation. The expression of these genes
was not affected by apoE overexpression as shown in table I. However, the
expression of stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1), an enzyme involved in the
biosynthesis of monounsaturated fatty acids necessary for triglycerides
formation, was significantly decreased after 2 days (-57%, P < 0.001) and 15
days (-63%, P < 0.001) of maturation in E+ cells.

5. DISCUSSION

The results of the present study have shown that increased synthesis
and secretion of apoE by SW872 cells promotes cell growth and proliferation.
This effect was not dependent on the presence of lipid or lipoproteins in the
medium (Fig. 6), nor was it a function of apoE in the medium (Fig. 7).
Increased lipid and/or lipoprotein uptake was therefore not responsible for
increased cell growth and/or maturation, as supported by data showing that
apoE-transfected cells actually had a decrease rather than increase in cellular
levels of triglyceride and cholesterol (Fig. 5 and 6). ApoE-transfected cells
were found to have undergone more cell divisions than control cells and there
was a significant downregulation of PPAR-y1, PPAR-y2 and SCD1 mRNA
levels, which suggests that increased endogenous synthesis of apoE may
increase proliferation by affecting the final differentiation of human
adipocytes.

It has previously been shown that cellular apoE is increased during
differentiation of mice 3T3-L1 cells (13). Maturation of human SW872 cells is
also associated with an increase in lipid accumulation and an increase in
apoE secretion (14). Based on these results, we hypothesized that increased

synthesis and secretion of apoE by maturing adipocytes was an important
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mechanism whereby these cells could accumulate lipid. Human adipocytes
express LRP (203) and it is possible that this receptor plays an important role
in adipocyte lipid accumulation through high affinity binding of apoE-
containing lipoproteins (18). However, LRP mRNA level was not affected by
apoE overexpression (Table I). High level expression of apoE in SW872 cells
did not lead to evidence of increased lipid accumulation. Therefore our results
suggest that increased apoE synthesis and secretion is more a function of
adipocyte maturation than adipocyte maturation being a consequence of

apokE function.

The role of apoE in regulating lipid metabolism is well described (20).
However, little is known about the effect of apoE on cellular growth. It has
been shown that apoE exerts anti-proliferative effects on T lymphocytes by
decreasing interleukin-2 activity (112). Hui et al. showed that purified apoE
suppressed PDGF- and oxLDL-induced smooth muscle cell proliferation by
reducing agonist-stimulated MAP kinase activity and the level of cyclin D
mRNA (118;119;121). This inhibitory effect on smooth muscle cell
proliferation was thought to be due to activation of iINOS and/or to apoE
binding to heparan sulfate proteoglycans. Ho et al. have found that both
exogenous and endogenous apoE decreased cell proliferation and inhibited
activation of MAPKs and stimulation of DNA synthesis by serum in rat
fibroblast F111 cells (212). On the other hand, apoE has also been shown to
exert positive effects on cell growth. In brain, apoE3 stimulates neurite
outgrowth in several culture systems (125;126;128;130). DeMattos et al.
stably transfected Neuro-2a cells with pcDNA3-apoE3 vector and showed
that high endogenous apoE3 synthesis stimulated neurite outgrowth in the
absence of B-VLDL or other exogenous lipid sources (126;127). Recently,
Chen et al. showed that apoE was involved in cell proliferation in ovarian
cancer (213). Interestingly, they found that a cell cycle arrest in G, phase and
subsequent apoptosis were induced when the ovarian cancer cell line
(OVCARB3) was transfected with apoE-specific siRNA. This suggests a role of
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apoE in the regulation of the cell cycle and is in line with our results showing
that apoE overexpressing cells (E+) divide faster than control cells. After 2
days of culture, the number of generations was similar for WT, V and E+ cells
(not shown). During maturation however differences between generations
increased and there was a difference of at least one generation after 9 days
(Fig. 8). Interestingly, only endogenously synthesized apoE had an effect on
cell proliferation. Quinn et al. recently identified a cytosolic and a nuclear
pool of apoE (49). This nuclear localization of apoE suggests that apoE could
act directly (or indirectly) on gene transcription. Overexpression could have
forced more apoE into the nucleus, promoting growth and affecting lipid

metabolism.

PPAR-y represents a key marker of adipocyte differentiation and plays
a crucial role in adipogenesis, lipogenesis and lipid storage, adipokine
production and whole-body insulin sensitivity (163;164;171). PPAR-y is
expressed as two isoforms. PPAR-y1 is ubiquitous, while PPAR-y2 is specific
to adipose tissue (214). We found a significant decrease of PPAR-y1 and 2
mRNA after 8 and 15 days of maturation for E+ cells versus WT and V cells
(Fig. 9). Morrison et al. showed that ectopic expression of PPAR-y in non-
precursor fibroblastic cells resulted in their conversion to adipocytes (215).
Moreover, the stimulation of PPAR-y increased cyclin-dependent kinase
inhibitors p18 and p21 mRNA and protein levels, suggesting a role of PPARy
in a mechanism coupling growth arrest and adipocyte differentiation. It was
shown that PPAR-y inhibited E2F/DP DNA-binding activity via down-
regulation of protein phosphatase 2A (PP2A), preventing the entry in S phase
(216). It is possible that downregulation of PPAR-y in SW872 cells
overexpressing apoE prevents or delays cell cycle arrest through reduced
activation of modulators of the cell cycle such as p18, p21 or E2F.
Interestingly, at day 2, the level of PPAR-y mRNA is similar between WT, V
and E+ (Fig. 9) and there is no difference in cell growth and lipid

accumulation (Fig. 5) despite an overexpression of apoE in E+ cells (Fig. 4).
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In contrast, at day 8 and 15, there is an increase of cell growth and a
decrease of triglyceride and cholesterol content. The expression of many
genes involved in adipogenesis and in lipid metabolism follows a
synchronized pattern (142). As a consequence of PPAR-y downregulation,
certain proteins required to mediate cell growth and lipid accumulation and
under the regulation may be reduced or absent from apoE-transfected cells.

PPAR-y plays an important role in the maintenance of characteristics of
mature adipocytes. Tamori et al. (217) overexpressed a dominant negative
mutant of PPAR-y lacking 16 C-terminal amino acids (PPAR-y-AC) in mature
3T3-L1 and observed a reduction in cell size, cellular triglyceride content,
fatty acid uptake and an increase in the extent of lipolysis. They also found a
decrease of insulin receptor, insulin receptor substrate (IRS) and C/EBP-a
mRNAs. Also, the specific deletion of PPAR-y in adipose tissue of mice
resulted in a diminution of weight gain (218). Since fatty acids can regulate
PPAR-y expression, we looked at fatty acid uptake in E+ cells by incubating
WT, V and E+ cells for 2 hours with a physiological ratio (219) of ['*C]-oleate-
BSA (50uM-100 pM) in presence of 10% FBS at day 8. We observed no
difference in fatty acid uptake between each kind of cell lines during the time
course of our study (not shown), neither did we find any change in CD36
mRNA (Table I).

Insulin signaling has an important role in lipid storage and
adipogenesis. [nsulin stimulates fatty acid and dietary cholesterol uptake in
adipocytes in part by raising the number of LRP molecules at the cell surface
of adipocytes (220). Mice with a fat-specific insulin receptor knock-out
(FIRKO) exhibit reduced fat mass with two populations of fat cells; small cells
and large cells (221). Small adipocytes had lower triglyceride content and
showed reduced adipogenic marker C/EBP-o (222). ApoE-transfected
SWa872 cells have a phenotype similar to FIRKO mice: they are smaller (not

shown) and their triglyceride content is reduced in comparison with control
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cells. But contrary to FIRKO mice, apoE-transfected cells showed no change
in insulin receptor and C/EBP-a mRNA (Table 1), suggesting that insulin does

not play, or plays only a minor role in the apoE effect in SW872 cells.

In a recent publication, we showed that incubation of SW872 cells
without lipoproteins do not impair lipid accumulation, probably by increasing
endogenous lipogenesis (14). In the present study we found a decrease in
triglyceride and cholesterol accumulation in apoE-transfected cells cultured
without lipoproteins (Fig. 6), suggesting a role of endogenous apoE on lipid
synthesis in SW872 cells. The effect of apoE overexpression was more
prononced on triglyceride level (Fig. 5 & 6). This leads us to analyse the
expression of SCD1 in apoE overexpressing cells. SCD1, which is involved in
triglyceride biosynthesis, was significantly decreased after 2 and 15 days of
maturation (Table I). It is interesting to note that SCD71”" mice show reduced
body adiposity and are resistant to diet-induced obesity (223). The absence
of SCD1 also promotes lipid oxidation instead of storage and triglyceride
synthesis in these mice (223).

In conclusion, our findings suggest that endogenous apoE produced by
apoE-transfected SW872 increases cell growth and inhibits triglyceride and
cholesterol accumulation. This inhibitory effect on terminal differentiation may
be mediated by a downregulation of PPAR-y1 and y2 expression. In addition
the deficient maturation could be a consequence of SCD1 mRNA reduction.

Further work would be required to understand by which mechanism
cellular apoE reduces PPAR-y1, PPAR-y2 and SCD1 mRNA, and how this

affects cell growth and lipid accumulation.
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6. FOOTNOTES

Abbreviations: apo, apolipoprotein; CFDA SE, carboxyfluorescein diacetate,
succinimidyl ester; FBS, fetal bovine serum; HSPG, heparan sulfate
proteoglycans; LDLR, low-density lipoprotein receptor; LPDS, lipoprotein-
deficient serum; LRP, LDLR-related protein; PPAR-y, peroxisome proliferator-

activated receptor; VLDLR, very low-density lipoprotein receptor.

7. LEGENDS

Figure 4. Cellular and secreted apoE in transfected and non-transfected
SW872 cells. Cellular apoE (A) and medium apoE (B) were measured by
ELISA after cells were incubated with DMEM/F12 (3:1, v/v) and 10% fetal
bovine serum for two days. Results are shown for non-transfected wild-type
(WT) cells, for vector-only transfected cells (V) and for apoE-transfected cells
(E+, E++, E+++), expressing different levels of apoE (as indicated). Results

represent means + SD.

Figure 5. Endogenously synthesized apoE promotes cell growth and
reduces lipid accumulation in SW872 cells incubated with lipoproteins.
Cells were cultured two or fifteen days in the presence of DMEM/F12 (3:1,
viv) and 10% FBS. Cell number (A), total cellular protein (B), cellular
triglyceride (C) and cellular cholesterol (D) were determined in non-
transfected wild-type cells (WT), vector-only transfected cells (V) and apoE-
transfected cells (E+, E+++; expressing respectively 3 and 25 times more
cellular apoE than V and WT cells). Results represent means + SD of four
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wells (A and B) or five wells (C and D). Statistically different from V cells by
Student's t-test: ~ P < 0.001.

Figure 6. Endogenously synthesized apoE promotes cell growth and
reduces lipid accumulation in SW872 cells incubated without
lipoproteins. Cells were cultured 15 days in the presence of DMEM/F12 (3:1,
viv) and 10% LPDS. Cell number (A), total cellular protein (B), celiular
triglyceride (C) and cellular cholesterol (D) were determined in non-
transfected wild-type cells (WT), vector-only transfected cells (V) and apoE-
transfected cells (E+, E+++; expressing respectively 3 and 25 times more
cellular apoE than V and WT cells). Results represent means + SD of four
wells (A and B) or five wells (C and D). Statistically different from V cells by
Student's t-test: "P < 0.01, P < 0.001.

Figure 7. Exogenous apoE has no effect on cell growth and lipid
accumulation in SW872 cells. Cells were cultured for 15 days in the
presence of DMEM/F12 (3:1, v/v) and 10% FBS with vector medium (-)
(medium from V cells + fresh medium (1:1)) or with E+ medium (+) (medium
from E+ cells + fresh medium (1:1)). Medium was changed every two days.
Results are shown for cell number (A), total cellular protein (B), apoE in the
medium (C), cellular triglyceride (D), and cellular cholesterol (E). Results
represent means + SD of four wells (A, B and E) or five wells (C and D).
Statistically different by Student's t-test: ~ P < 0.001.

Figure 8. Endogenously synthesized apoE increases cell division
kinetics in SW872 Cells. Cells were cultured for 9 days in the presence of
DMEM/F12 (3:1, v/v), 10% FBS and 10uM of carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester (CFDASE). Results are shown for non-transfected wild-
type (WT) cells, for vector-only transfected cells (V) and for apoE-transfected

cells (E+, expressing 3 times more cellular apoE than V and WT cells).
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Measurement of cell replication was done using CFDASE and flow cytometry.
During maturation of cells, the peaks initially at day 0 (parents) will be shifted
to the left after each cell division (generation). Results are representative of
two independent experiments of 3 wells.

Figure 9. Endogenously synthesized apoE downregulates
PPAR-y1 and y2 mRNA. Cells were cultured 2, 8 and 15 days in the
presence of DMEM/F12 (3:1, v/v) and 10% FBS. Results are shown for non-
transfected wild-type (WT) cells, for vector-only transfected cells (V) and for
apoE-transfected cells (E+, expressing 3 times more cellular apoE than V and
WT cells). PPAR-y1 mRNA (panel A) and PPAR-y2 mRNA (panel B) were
quantitated by real-time RT-PCR and were expressed relative to S14 mRNA.
Results represent means + SEM and are representative of at least 3
independent experiments. Statistically different by Student's t-test: ~ P < 0.01.

Table |. Effect of apoE overexpression on adipocyte gene expression.
Cell lines were incubated 2 or 15 days with FBS. SCD1 (Stearoyl-CoA
desaturase 1), INSR (insulin receptor), LRP (LDL receptor-related protein),
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP-a) and CD36 (scavenger receptor)
mRNA levels are relative to S14. Data represent means + SEM of 4 wells
from a minimum of two independent experiments. Significantly different from
V cells by t-test: **P < 0.01 and ***P < 0.001.
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Day 2 (maturation)

Day 15 (maturation)

Gene

Vv E+ \) E+
SCD1 2.661+0.154 1.154 £ 0.164™* 3.320 + 0.255 1.232 + 0.020**
INSR 0.046 + 0.005 0.050 + 0.007 0.088 £ 0.013 0.068 + 0.003
LRP 0.272 + 0.011 0.198 £ 0.022 0.497 £ 0.079 0.586 + 0.045
CD36 0.00054 + 0,00011 0.00036 + 0.00003  0.00055 + 0.00008 0.00026 + 0.00011
C/EBP-a 0.00161 +£0.00015  0.00124 + 0.00031 0.00892 + 0.00123 0.00533 x 0.00057
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Figure 6
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IV - Effets d’une surexpression stable de I’apolipoprotéine E sur la
division cellulaire, le métabolisme des lipides et la régulation génique

des adipocytes humains.

1. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré que la
surexpression stable de l'apolipoprotéine E a entrainé une hausse de la
croissance cellulaire (vitesse de division cellulaire) et une réduction du niveau
de triglycérides et de cholestérol cellulaires. Une baisse de I'expression de
PPAR-y1 et y2, de méme que SCD1 a été décelée, suggérant une
différenciation terminale et une maturation déficientes dans les transfectants
apokE.

Dans le présent chapitre, nous présentons les résultats d’'une analyse
plus approfondie de la croissance cellulaire et du métabolisme des lipides.
Dans l'optique de caractériser davantage le role de I'apoE au sein du tissu
adipeux, I'expression de certains génes importants dans I'épuration des
lipoprotéines a également été examinée. Plus spécifiqguement, I'effet de
'apoE sur l'arrét de croissance et les phases du cycle cellulaire des cellules
SW872 a été étudié. De plus, le réle des acides gras dans la synthése
lipidique des transfectants apoE et finalement, le niveau d’expression du
VLDLR et du LDLR a été analysé.

2. Matériel et méthodes
2.1 Culture Cellulaire

Les cellules SW872 (ATCC) ont été cultivées dans un incubateur
humidifié (37°C, 5% de CO;) dans du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
high glucose et du milieu F12 (3:1, v/v) (DMEM-F12) additionné de NaHCO3
(3,7 g/L), d’acides aminés non-essentiels (100 pM), de pénicilline (100 U/mL),
de streptomycine (100 pg/mL) et de 10% sérum bovin foetal (FBS). Les
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cellules (0,5-1,0 X 10°% ont été cultivées dans des plaques de 6 puits et le

milieu de culture (2 mL) a été changé tous les 2 jours.

2.2 Transfection

Les cellules SW872 ont été transfectées avec le vecteur pPCDNAS3 vide
et pCDNA3-apoE3 tel que décrit au chap. lll. En résumé, les cellules SW872
ont été transfectées de fagon stable avec I'apoE3 a l'aide de la lipofectamine
(Invitrogen). Des cellules ayant atteint 70% de confluence ont été lavées a
trois reprises avec du milieu DMEM. Les cellules ont été exposées a 5 mL de
DMEM et 56 mL de complexe ADN/lipofectamine pendant trois heures a 37°C.
Ensuite, 10 mL de DMEM contenant cette fois 10% de sérum ont été ajoutés.
Aprés trois jours de culture cellulaire, les cellules ont été transférées dans un
milieu de sélection contenant de [antibiotique généticine (0,6 mg/mL,
Invitrogen). Aprés une semaine de culture cellulaire, les cellules résistantes
qui avaient incorporé une ou plusieurs copies du vecteur pCDNA3 ou
pCDNA3-apoE3 ont formé quelques colonies de cellules filles. Les
différentes colonies ont été isolées, puis cultivées dans un milieu de maintien
(0,3 mg néomycine/mL) avant d’étre caractérisées par ELISA.

2.3 Cycle cellulaire

Afin de synchroniser les cellules en phase G, les différentes lignées
cellulaires ont été cultivées en I'absence de sérum 24 heures avant le début
de I'expérimentation. Les cellules ont été ensuite cultivées en présence de
sérum et prélevées a plusieurs intervalles de temps. 0,7-1,0 X 10° cellules
ont été resuspendues dans du tampon modifié Krishan (sodium citrate
(0,1%), NP-40 (0,3%), iodure de propidium (0,05 mg/mL) et de la Rnase A
(0,02 mg/mL). Les cellules ont été incubées 30 minutes a 4°C. Par apreés,
les tubes ont été centrifugés pendant 5 minutes a 200g et a 4°C. Le culot a
éte resuspendu dans du tampon Krishan. Le contenu du tube a été par la
suite passé au travers d’'une aiguille (26,5g) afin de détruire la structure des

noyaux cellulaires. Les échantillons ont été analysés par cytométrie en flux



53

sur le FACScan (Becton Dickinson) et le logiciel Cell Quest Pro. L’'analyse
finale des résultats a été faite a I'aide du logiciel Mod Fit.

2.4 Coloration des cellules au Hoechst

Les cellules ont été lavées a deux reprises avec du PBS 1X. Une
solution de Hoechst (1 mg/mL) [1 mg de Hoechst et 1 ml d’eau filtré] a été
ajoutée afin de distinguer les cellules vivantes. Les cellules ont été incubées
a 37°C pendant 15 minutes et ensuite lavées avec du PBS 1X. Finalement,
l'iodure de propidium (50 g/mL) a été ajouté et les cellules ont été visualisées

et photographiées sous un microscope a fluorescence (objectif 32 X)

2.5 Extraction et quantification de ’ARN messager

L'’ARN a été extrait selon le protocole du manufacturier a l'aide du
Trizol© obtenu d'Invitrogen (Burlington, Ontario) (chap. lll). Les ARN totaux
ont été quantifiés avec un spectrophotometre et TADNc a été synthétisé par
transcription inverse (Invitrogen, Burlington, Ontario). L'’ADNc a ensuite été
amplifi€ par PCR en temps réel avec le SYBR green mastermix acheté chez
Qiagen (Mississauga, Ontario). Les amorces pour le S14 (une protéine
ribosomale humaine utilisée comme standard) et les autres génes ont été

obtenues d'Invitrogen (Burlington, Ontario).

2.6 Extraction lipidique

Les lipides cellulaires ont été extraits en effectuant trois incubations
d’'une heure avec de I'hexanefisopropanol (3:2, v/v), sous agitation douce
[212]. Les lipides recueillis ont été centrifugés a 200g. Les surnageants ont
ete transférés dans une nouvelle série de tubes et évaporés sous un jet
d’'azote dans un bain-marie a 37°C.
Les lipides ont été quantifiés par réaction enzymatique de Roche Diagnostics
(Indianapolis, IN). La lecture des densités optiques a été effectuée a 500 nm

pour le cholestérol et a 505 nm pour les triglycérides.
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2.7 Extraction et quantification des protéines

Le niveau d’apolipoprotéine E cellulaire et sécrétée dans le milieu a
été déterminé par la méthode EL/SA (Chap. Ill) (210). Une analyse réguliére
de la sécrétion d'apoE dans les lignées cellulaires surexprimant I'apoE n’a
pas revélé de changement relatif au degré de surexpression de la protéine.
La détermination des protéines cellulaires totales a été effectuée en lavant
les cellules deux fois avec du PBS. Les cellules ont été ensuite solubilisées
dans du NaOH (0,1 M). Les protéines ont été mesurées par la technique de

Lowry et al. en utilisant I'albumine comme standard (211).

2.8 Essais avec l'oléate radioactif

L'oléate radioactif [1-"*C] (57,4 mCi/mmol; Amersham) a été séché
sous un jet d'azote, puis redissout dans de I'éthanol 95%. L'éthanol a été
asséché sous un jet d'azote et le tout a été redissout dans une solution de
NaCl 0,9%. L'oléate froid a été préparé a partir d’'une solution d’albumine
dépourvu d'acides gras [20% dans 0,9% de NaCl (2g/10 mL)] et d'une
solution d'oléate de sodium (6,086 mM dans la solution d’albumine) [oléate

froid; 9,129 pmol, oléate radioactif; 0,871 umol].

Les cellules WT, V et E+ ont été cultivées dans des plaques de six
puits pendant 8 jours avant I'expérimentation. Le jour de I'expérience, les
cellules ont eté exposées a un milieu DMEM High glucose-F12 (3:1, v/v) sans
sérum et traitées avec de ['*C]-oléate-BSA (100 uM, ratio 1:2) pendant une
période variant de 30 minutes a 2 heures a 37°C. A la fin de chaque temps
d’incubation, les cellules ont été lavées deux fois avec de la phlorétine
(200 uM )/BSA (0,1%) pour empécher l'efflux d’acides gras par les cellules
SW872 et permettre de mesurer uniquement les acides gras intracellulaires
et non l'oléate li&€ aux membranes plasmiques (224). Un aliquot des lipides
cellulaires a été déposé dans des vials a scintillation pour le comptage de la
radioactivité.
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2.9 Analyse statistique
Les moyennes des échantillons sont exprimées + l'erreur standard

(SE) et ont été comparées avec un test de t de Student.

3. Résultats

Afin de vérifier plus en détail I'effet de I'apoE sur la croissance des
cellules SW872, les cellules WT, V, E+, E++ et E+++ ont été cultivées sur
une période de trois semaines en présence de sérum. Au jour 1, la
croissance de chaque lignée cellulaire a été trés semblable. Cependant,
apres 4 jours de culture, il y a eu une augmentation prononcée de la
croissance cellulaire, accompagnée par une plus grande proportion de
cellules en phase G2/M pour les surexprimants apoE (Fig. 10A et C). De
plus, un plateau désignant I'arrét de croissance cellulaire est survenu plus
tardivement pour les transfectants apoE que pour les cellules témoins (Fig.
10C). L'effet de I'apoE ne semble pas étre dose-dépendant, puisque le plus
faible surexprimant avait le plus grand impact sur la croissance cellulaire (Fig.
10A).

La croissance des cellules a également été visualisée par microcospie.
Les cellules WT, V et E+ ont été cultivées pendant 2 ou 15 jours en présence
de sérum avant d'étre exposées au Hoechst et a I'iodure de propidium. Le
Hoechst permet de marquer le noyau des cellules vivantes (bleu), alors que
l'iodure de propidium marque le noyau des cellules mortes (rouge). Aprés 2
jours, aucune différence n'a été observée entre les différentes lignées
cellulaires alors qu'il y a eu une plus grande accumulation de cellules E+
apres 15 jours de maturation. De plus, aucun changement dans la proportion
de cellules vivantes et de cellules mortes n'a été observé en microscopie et
en cytomeétrie de flux entre les différentes lignées (non montreé).
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Figure 10. Analyse de la croissance cellulaire des cellules surexprimant I’apoE
au cours de la maturation. Les cellules ont été incubées pour une période de 1 a
21 jours en présence de 10% FBS. La croissance cellulaire a été déterminée par
(A) compte cellulaire, (B) par analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux a jour
4 et (C) par la visualisation des cellules au microscope a fluorescence (32X) aux
jours 2 et 15 (les cellules vivantes étant bleues et les cellules mortes étant rouge).

>

ONAOOOO

Nombre de cellules
(108)

P &
O

N

Nombre de cellules
(%)
©

<

m
++M
+++M

Les acides gras sont des précurseurs de la synthése des triglycérides,
des phospholipides et du cholestérol estérifié. 1l a été montré au chap. Il que
les transfectants apoE accumulaient moins de lipides cellulaires et ce,
indépendamment de la présence des lipoprotéines dans le milieu de culture.
Les cellules WT, V, E+, E++ et E+++ ont été cultivées en présence d'un
exces d'acides gras oléate pendant 15 jours afin de vérifier I'impact d’un
surplus d’acides gras sur I'accumulation de lipides cellulaires. Une hausse
de la croissance cellulaire a été décelée chez les transfectants apoE (Fig.
11A et B).
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Figure 11. Effet d’'une supplémentation en acides gras sur le métabolisme
lipidique des surexprimants apoE. Les cellules ont été incubées pendant 15 jours
en présence de 10% FBS et d'un excés d'oléate-BSA (100 uM, ratio 2:1). La
croissance cellulaire a été déterminée par (A) le nombre de cellules et (B) les
protéines totales. De plus, le niveau de (C) triglycérides et de (D) cholestérol a été
analysé. A jour 8, les cellules WT, V et E+ ont été incubées en absence de sérum
et en présence d'oléate radioactif pour une période de 30 minutes a 2 heures afin de
verifier (E) lincorporation d'acides gras. Significativement différent de la lignée
vecteur (V). *P < 0,05, *P < 0,01 et ***P < 0,001.
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Le contenu en triglycérides était comparable entre les surexprimant apoE et
le vecteur seul, alors gqu'une hausse significative de triglycérides a été
observée dans les cellules E+++ (Fig. 11C). De plus, une augmentation de la
quantité de cholestérol cellulaire a été décelée dans les transfectants apoE
en comparaison avec les cellules V (Fig. 11D). Pour une raison inexpliquée,
les cellules WT ont accumulé beaucoup plus de lipides lors de cette
expérience. Les cellules WT, V et E+ ont été ensuite cultivées pendant 8
jours, puis exposées de 30 minutes a 2 heures a de l'oléate radioactif afin de
vérifier l'incorporation d’acides gras dans ces cellules. Aucune différence n'a

été décelée entre les différentes lignées cellulaires (Fig. 11E).

Dans le but de comprendre le mécanisme par lequel I'apoE affecte
'accumulation de lipides, une analyse de I'expression de certains récepteurs
membranaires impliqués dans la capture des lipoprotéines a été effectuée.
Aprés 15 jours de maturation en présence de sérum contenant des
lipoprotéines, une diminution de TARNm LDLR chez les cellules E+ (-47%, P
> 0.05) et E++ (-27%, P < 0.01), et une réduction de TARNm VLDLR chez
les cellules E+ (-44%, P < 0.01), E++ (-45%, P < 0.05) et
E+++ (-21%, P < 0.05) a été trouvée (Tableau Il).

L'expression de ces génes a également été investiguée lorsque les
cellules étaient cultivées sur une période de 15 jours en absence de
lipoprotéines. Une baisse de FARNm LDLR chez les cellules E+
(-60%, P < 0.001) et E++ (-55%, P < 0.001) a été observée, tandis qu'aucune
diminution de 'ARNm VLDLR n'a été pergue chez les trois transfectants
apoE. La présence de lipoprotéines n'a pas eu d'impact sur la synthése
d’ARNm LDLR et VLDLR dans les cellules E+++ (Tableau Il).
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Tableau |l: Effet d’une surexpression stable de I'apoE sur les niveaux
d’ARNm LDLR et VLDLR.

LDLR VLDLR
Lignées FBS LPDS FBS LPDS
cellulaires
A% 0,647 + 0,086 0,475+ 0,039 0,0117 + 0,0006 0,0083 +0,0011

E+ 0,3418 £ 0,0149* 0,188 + 0,005%** 0,0066 + 0,0006** 0,0104 % 0,0020
E++  0,248+0,023% 0,214+ 0,015%** 0,0064 £0,0011*  0,0100 % 0,0020
E+++ 0471£0,035  0,504+0,038  0,0092+0,0006* 0,0084 + 0,0011

Les différentes lignées cellulaires ont été incubées pendant 15 jours en présence
(FBS) ou en absence (LPDS) de lipoprotéines. Les résultats représentent le ratio
d’ARNm VLDLR ou LDLR par rapport au S14 pour 4 puits (+ SE). Significativement
différent de la lignée vecteur (V): *P < 0,05, **P < 0,01 et ***P < 0,001.

4. Discussion

Dans cette étude, nous avons montré que 1) I'apoE affecte I'arrét de
croissance des cellules, que 2) la supplémentation en acides gras permet de
restaurer les niveaux de lipides cellulaires dans les transfectants apoE et que
3) I'expression du VLDLR et du LDLR est régulé a la baisse dans les
surexprimants apoE.

L’analyse de la maturation des transfectants apoE sur une période de
trois semaines a permis de mettre en évidence un effet précoce et prolongé
de I'apoE sur la croissance cellulaire. En effet, le nombre de cellules était
doublé et une plus grande proportion de celles-ci se retrouvait en phase G,/M
(Fig. 10A). De plus, la croissance cellulaire atteignait un plateau plus
tardivement pour les transfectants apoE. Une diminution de I'expression
d’ARNm PPAR-y dans les transfectants apoE pourrait causer un retard dans
I'arrét du cycle cellulaire. En effet, il a été démontré que PPAR-y permettait

I'arrét de croissance des adipocytes en inhibant I'activité de la liaison a 'ADN
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et l'activité transcriptionnelle du complexe E2F/DP, empéchant la synthése
des génes nécessaires a I'entrée en phase S du cycle cellulaire (216).

Par ailleurs, Morrison et Farmer ont démontré qu'il existait un lien

entre larrét de croissance et la différenciation cellulaire pendant
l'adipogénése, et que PPAR-y pourrait étre le médiateur de cet effet (215).
Les données recueillies suite a la maturation des cellules en présence ou en
absence de lipoprotéines suggérent un effet de l'apoE cellulaire sur la
synthése de lipides qui pourrait étre expliqué par la réduction de I'expression
de PPAR-y (chap. lll). PPAR-y est un facteur de transcription qui régule
plusieurs génes impliqués dans le métabolisme des lipides et du glucose (voir
section 3.3.2) et les travaux de Tamori et al. ont montré que l'inactivation de
PPAR-y causait une réduction de l'incorporation d'acides gras dans les
adipocytes (217). Une diminution de l'expression de PPAR-y dans les
surexprimants apoE pourrait par conséquent réduire I'entrée d'acides gras
dans les cellules SW872 et expliquer la diminution du niveau de triglycérides
et de cholestérol.
Les expériences de maturation en présence d'un excés d’acides gras ont
montré que le niveau de triglycérides était identique entre les cellules V et
E+/E++, alors que la lignée E+++ était plus apte a accumuler les triglycérides
(Fig. 11C). De plus, une hausse accrue du cholestérol total a été décelée
chez les trois lignées apoE (Fig. 11D). Ces données suggeérent une plus
grande accumulation d’acides gras dans les surexprimants apoE, ce qui
pourrait contribuer a 'augmentation de la synthése de triglycérides et du
cholestérol. Cependant, l'incubation des cellules WT, V et E+ avec l'oléate
radioactif n'a pas permis de trouver une différence dans l'incorporation
d’'acides gras entre ces lignées cellulaires (Fig. 11E).

L'equilibre entre la synthése et la captation des lipides est régi par la
présence ou l'absence de lipides dans le milieu. Chez les cellules SW872, il

a éte constaté que le niveau de lipides n'était pas altéré suite a la maturation
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de ces cellules en absence de lipoprotéines, ce qui pouvait étre expliqué par
une hausse de la lipogénése endogéne (14). Chez les surexprimants apoE
ce mécanisme semble inefficace, puisque méme en absence de
lipoprotéines, on observe wune diminution de lipides cellulaires.
L’incorporation d'acides gras étant identique chez les trois lignées (WT, V, E),
cela suggere un effet inhibiteur de I'apoE sur la lipogénése ou un effet
stimulateur sur la lipolyse. 1l a été montré également qu'une inactivation de
PPAR-y causait une augmentation de la lipolyse dans les adipocytes (217).
Par contre, quand les cellules sont amenées a maturation en présence d'un
excés d’'acides gras, le niveau de triglycérides et de cholestérol est identique
ou supérieur. |l est possible que les surexprimants apoE incorporent une
moins grande quantité d'acides gras que les autres lignées a cause d’'une
déficience en acides gras dans le milieu de culture. Les acides gras
proviennent majoritairement de I'hydrolyse des triglycérides a lintérieur des
VLDL, par la LPL (23). Sachant que PPAR-y permet lactivation de
lexpression de la LPL (157), les surexprimants apoE (niveau réduit de
PPAR-y) pourraient réguler a la baisse la LPL et ainsi, diminuer la présence
d’acides gras dans le milieu extracellulaire. La supplémentation en acides
gras, de méme que l'absence de lipoprotéines lors de I'expérience sur
I'incorporation d’acides gras (Fig. 11E) n’aurait donc pu permettre de détecter
cet effet possible de I'apoE.

L'internalisation des lipoprotéines riches en triglycérides constitue un
autre mécanisme important dans le développement des adipocytes. Il a été
démontré que [internalisation des VLDL par les adipocytes permettait
'accumulation de lipides (225). Pour cette raison, nous avons étudié
I'expression de deux récepteurs membranaires impliqués dans la capture de
lipoprotéines soient le VLDLR et le LDLR (18-20). L’incubation des cellules
E+ et E+++ pendant 15 jours en présence de sérum a montré une baisse de
I'accumulation de lipides cellulaires (chap. lil). Une régulation a la baisse du
LDLR et/ou du VLDLR pourrait par conséquent expliquer la réduction du
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niveau lipidique observée chez les transfectants apoE. Une diminution de
FARNm LDLR pour les cellules E+ et E++, de méme qu’une baisse d’ARNm
VLDLR pour les cellules E+, E++ et E+++ a été constaté (Tableau |). Ces
données suggeérent I'hypothése que la liaison des VLDL aux VLDLR ou aux
LDLR pourrait étre un mécanisme engendrant 'accumulation de lipides dans
les adipocytes. D’ailleurs, les souris déficientes en VLDLR ont une réduction
de poids et une diminution de lincorporation d’'acides gras dans le tissu
adipeux (226).

L'effet de I'absence de lipoprotéines sur I'expression de ces deux
récepteurs a également été investigué. Le niveau d'/ARNm LDLR a diminué
dans les cellules E+ et E++, alors qu'aucune baisse d’ARNm VLDLR n’a été
remarquée dans les transfectants apoE (Tableau II). |l se peut que
I'expression a la baisse de VLDLR et de LDLR soit reliée a un stade plus
précoce de maturation pour les transfectants apoE. Il a été montré que les
niveaux d'’ARNm et de protéine VLDLR étaient augmentés lors de la
différenciation des adipocytes (227). Par ailleurs, il n'est pas exclu que la
diminution de I'expression du VLDLR et du LDLR puisse contribuer en partie
a la réduction du niveau de lipides chez les surexprimants apoE cultivés en
présence de lipoprotéines (chap. lil; Fig. 5).

Il est essentiel de confirmer I'ensemble de ces résultats afin de mieux
comprendre le role de 'apoE sur I'arrét de croissance cellulaire et le cycle
cellulaire, de méme que l'influence des acides gras dans I'accumulation de
lipides chez les cellules surexprimant I'apoE.

Nos résultats mettent en évidence une division cellulaire accélérée
(chap. Ill) et prolongée (chap. IV) pour les surexprimants apoE. Il serait
intéressant de vérifier I'expression des cyclines A, B, D; et E, ainsi que
d'autres génes impliqués dans la progression du cycle cellulaire pendant des
études de maturation. Les acides gras jouent un rble crucial dans le
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développement des adipocytes en permettant la synthése principalement des
triglycérides, des phospholipides et du cholestérol estérifie. Une diminution
d'acides gras dans le milieu des transfectants apoE pourrait par surcroit
expliquer la réduction de I'accumulation de lipides cellulaires. |l serait donc
important de quantifier la lipolyse des VLDL, de méme que celle des
triglycérides cellulaires. De plus, il serait intéressant de vérifier 'expression
de la lipase hormono-sensible (HSL). Cette derniére est une enzyme qui
hydrolyse les triglycérides, les diglycérides, les monoglycérides et le
cholestérol estérifié a lintérieur des adipocytes (228). Finalement, une
analyse de I'expression d'autres génes impliqués dans le métabolisme des
lipides pourrait étre effectuée.  Parmi les génes susceptibles d'étre régulés,
il y a la LPL et les sterol requlatory element-binding proteins 1c¢ et 2 (SREBP)
qui favorisent la synthése lipidique (surtout le cholestérol) et I'activation de
plusieurs genes impliqués dans 'homéostasie des lipides (229).
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V - Effets d’une surexpression stable de I’apolipoprotéine E sur
I'incorporation d’acides gras et le métabolisme lipidique des
hépatocytes humains.

1. Introduction

L'apolipoprotéine E joue un rdle primordial dans I'épuration des
lipoprotéines vers le foie en liant les HSPG et en agissant comme ligand pour
divers récepteurs tels que le LDLR, le VLDLR, la LRP (18-20). Les souris et
les humains dépourvus d'apoE possédent des concentrations plasmatiques
elevées en cholestérol, VLDL-cholestérol, triglycérides et en LDL-cholestérol
(90;92). Des études ont dévoilé un réle de I'apoE au niveau de la production
et de la sécrétion de VLDL dans le foie. Kuipers et al. ont montré que les
souris apoE™ produisaient 50% moins de VLDL que les souris témoins (94).
A I'opposé, une hausse de la production de VLDL était décelée suite a I'ajout
du transgéne APOE3 dans les souris déficientes en apoE (8). Plus
spécifiquement, I'apoE permettrait d’augmenter la quantit¢ de VLDL-TG
produites et sécrétées par le foie (7). Cette augmentation peut a son tour
contribuer au développement du tissu adipeux et de fait favoriser le

processus menant a I'obésité (15).

La production des VLDL hépatiques est également régulée par la
présence d'acides gras. Une fois a l'intérieur des cellules, la majorité des
acides gras sont estérifiés, puis entreposés dans le pool cytoplasmique de
triglycérides (230). Une lipolyse des triglycérides suivie d’'une réestérification
des acides gras est I'étape préalable a la sécrétion des VLDL (230).
L'addition d’oléate aux hépatocytes et aux cellules HepG2 entraine d'ailleurs
laugmentation de la synthése in vitro de VLDL-TG et de VLDL-apoB
(231;232).

Le meécanisme de régulation de la synthése et de la sécrétion des
VLDL par I'apoE n’est pas bien compris. Afin d'étudier le réle de I'apoE dans

ce processus, des cellules d’hépatoblastome humain (HepG2), représentant
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un bon modéle d’hépatocytes (233), ont été transfectées de fagon stable
avec I'apoE3. Plus précisément, ces cellules ont été exposées a un excés
d'acides gras afin d'investiguer le rle de 'apoE au niveau du métabolisme
des acides gras. Notre hypothése était que I'apoE pourrait favoriser I'entrée
d’acides gras et permettre la fabrication des VLDL.

2. Matériel et méthodes
2.1 Culture cellulaire

Les cellules HepG2 ont été acquises de I'American Type Culture
Collection (Rockville, MD). Elles ont été maintenues dans un incubateur
humidifié (37°C, 5% de COy) et cultivées dans du DMEM faible en glucose
acheté chez GIBCO (Grand Island, NY), additionné de NaHCO; (3,7 g/L),
d'acides aminés non-essentiels (100 uM), de pénicilline (100 U/mL) et de
streptomycine (100 pg/mL). Le milieu était complémenté avec du FBS de
chez Sigma (St-Louis, MO) afin d’obtenir une concentration finale de 10%.
Le milieu de culture a été changé a tous les 2 jours et les expériences ont été

faites lorsque la confluence des cellules atteignait environ 85%.

2.2 Transfection

Les cellules HepG2 transfectées avec le vecteur seul (V) et avec
'ADNc apoE3 (E+) proviennent du laboratoire du Dre Louise Brissette, a
TUQAM. La mise au point de ces transfectants a d'ailleurs été publiée
récemment (234). En résumé, le vecteur pJS382 contenant la séquence
compléte de 'ADNc apoE3 a été digéré par 'enzyme Xbal. Un fragment de
1,2 kbp comportant 'ADNc apoE3 a été inséré dans le vecteur pRc/CMV
préalablement digéré par Xbal. Les vecteurs pRc/CMV vide (V) et pRc/CMV-
apoE3 (E+) ont été transfectés de fagon stable dans les cellules HepG2.
Contrairement aux cellules non transfectées (WT), les cellules V et E+ étaient

cultivées en présence de l'antibiotique généticine d’/nvitrogen (0,3 mg/ml).
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2.3 Essais avec l'oléate radioactif

Les cellules WT, V et E+ ont été cultivées dans des plaques de six
puits pendant environ 4 jours avant l'expérimentation. Le jour de
l'expérience, les cellules ont été transférées dans du milieu DMEM faible en
glucose sans sérum et traitées avec du ['*C]-oléate-BSA (100 pM, ratio 1:2)
pendant une période variant de 30 minutes a 6 heures a 4°C ou a 37°C [voir
chap. IV, section 2.8]. A la fin de chaque temps d’incubation, les cellules ont
eté lavées deux fois avec de la phlorétine (200 uM )/BSA (0,1%) pour
empécher l'efflux d'acides gras par les cellules HepG2 et permettre de
mesurer uniquement les acides gras intracellulaires et non l'oléate lié a la
membrane plasmique (224). Les lipides cellulaires et sécrétés ont été
extraits selon le protocole décrit ci-dessous.

2.4 Extraction des lipides

Les lipides cellulaires ont été extraits en effectuant trois incubations
d'une heure avec de I'hexanefisopropanol (3:2, v/v) sous agitation douce.
Les lipides recueillis ont été centrifugés a 200g. Les surnageants ont été
transferrés dans une nouvelle série de tubes et évaporés sous un jet d'azote
dans un bain marie a 37°C.
Le contenu total en lipides (Fig. 14A) a été quantifi€ par réactions
enzymatiques (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). La lecture des densités
optiques a été effectuée a 500 nm pour le cholestérol et a 505 nm pour les
triglycérides. Les lipides cellulaires radioactifs ont été resuspendus dans
100 pL de chloroforme/méthanol (2:1, v/v), puis déposés sur des plaques de
chromatographie sur couche mince (CCM) préalablement chauffées a 37°C
pendant 30 minutes. Les plaques ont été éluées dans un mélange de solvant
(éther de pétrole, diéthyléther, acide acétique glacial, 8:2:1) pendant environ
30 minutes et révélées a l'iode. Les différentes fractions de lipides ont été
isolées, puis déposées dans des vials a scintillation pour le comptage de la
radioactivité. Un aliquot des extraits lipidiques cellulaires ou du milieu a été
transféré directement dans les vials a scintillation aprés I'extraction afin de
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vérifier la quantité d’acides gras présents dans le milieu et a l'intérieur des
cellules. Les lipides radioactifs sécrétés (TG) ont été extraits avec du
chloroforme/méthanol (2:1, v/v). Les tubes ont été centrifugés 30 minutes a
200g. Le chloroforme contenant les lipides a été isolé et transféré dans une
nouvelle série de tubes. Le solvant a été évaporé et les lipides ont été
redissouts dans du chloroforme/méthanol (2:1, v/v) avant d’étre déposés sur
les plaques CCM.

2.5 Extraction et quantification des protéines

Le niveau d’apolipoprotéine E sécrétée dans le milieu a été déterminé
par ELISA (chap. Ill) (210). La détermination des protéines cellulaires
totales s’est effectuée en lavant les cellules deux fois avec du PBS. Les
cellules ont été solubilisées dans du NaOH (0,1 M) et les protéines mesurées
par la technique de Lowry et al. en utilisant I'albumine comme standard (211).

2.6 Analyse statistique
Les moyennes des échantillons sont exprimées t+ l'erreur standard

(SE) et ont été comparées avec un test de t de Student.

3. Résultats

La recherche du mécanisme par lequel I'apolipoprotéine E facilite une
hausse de la production de VLDL-TG et de VLDL-apoB dans le foie s’est fait
a partir d’'hépatocytes humains HepG2. Des cellules HepG2 non transfectées
(WT), transfectées avec le vecteur vide (V) et transfectées avec I'apoE (E+)
ont été utilisées lors des différentes expériences. La lignée E+ utilisée au
cours des expériences synthétisait environ 2,8 fois plus d'apoE cellulaire que
les cellules WT et V (234).

L'hypothése de départ était que I'apoE pourrait permettre d'augmenter

l'incorporation d’'acides gras dans le foie, ce qui favoriserait la synthése des
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triglycérides, des phospholipides et du cholestétol estérifié, puis la production
et la sécrétion des VLDL hors des hépatocytes. Les cellules WT, V et E+ ont
donc été incubées pendant 5 heures avec une concentration physiologique
de ["“Cl-oléate-BSA (219). Une chute significative de triglycérides
(-20%, P < 0.05), de phospholipides (-45%, P < 0.001) et d'oléate libre
(-47%, P < 0.01) a été observée a l'intérieur des cellules surexprimant I'apoE
(Fig. 12). Le niveau de cholestérol estérifié n'était pas modifié (non montré).

Ces résultats ont suggéré une diminution de l'entrée d’acides gras
dans les hépatocytes. C'est pourquoi, l'incorporation d'acides gras a été
testée avec les différentes lignées cellulaires. L'étape préalable consistait a
veérifier le modéle de l'incorporation d’acides gras a partir des cellules WT.
Ces cellules ont été cultivées sur une période de 30 minutes a 6 heures a
4°C et 37°C en présence de de ['“C]-oléate-BSA. Cette opération avait pour
but de vérifier le niveau d’apparition d'acides gras dans les cellules et par ce
fait méme, la disparition d’acides gras du milieu de culture. A la Figure 13A,
une incorporation négligeable d’'acides gras a été décelée a 4°C, ce qui est
en accord avec le fait qu'a cette température, les mécanismes de transport
actif via des transporteurs ou des récepteurs d’acides gras est déficient et la
diffusion passive est ralentie (219). A 37°C par contre, une incorporation
d'acides gras constante entre 30 minutes et 2 heures a été observée, puis il y
a eu l'apparition d'un plateau dans les cellules WT (Fig. 13A). Il est
également intéressant de souligner le synchronisme pratiquement parfait
entre I'apparition et la disparition d'acides gras a chaque temps d'incubation
des cellules que ce soit a 4°C ou a 37°C.
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Figure 12. Diminution de la synthése lipidique chez les cellules HepG2
surexprimant P'apoE Les cellules non transfectées (WT), transfectées avec le
vecteur seul (V) et transfectées avec I'apoE (E+) ont été incubées 5 heures a 37°C
avec du [*C]-oléate-BSA (100 uM, ratio 2:1). Les extraits lipidiques ont été séparés
sur des plaques CCM et les fractions triglycérides (A-TG), phospholipides (B-PL) et
oléate (C) ont été comptées. Les données représentent la moyenne + SE pour 4
puits. Significatif par test de student : *P < 0,05, **P < 0,01 et~ P <0,001.
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Aprés la mise au point du modéle d’incorporation d’acides gras, les
cellules WT, V et E+ ont été traitées de 30 minutes a 6 heures avec de ['*C)-
oléate-BSA. Une baisse de l'incorporation d’acides gras de 15% a 2 heures
jusqu'a 31% aprés 6 heures a été observée au niveau des cellules E+. Il a
été remarqué aussi que les cellules WT et V possédaient une cinétique
d’incorporation d’'acides gras trés similaire, excluant un effet du vecteur
d'expression sur l'incorporation d'acides gras dans ces cellules (Fig. 13B).
Durant la méme expérience, une hausse (180%) de la sécrétion de I'apoE a
été trouvée dans les cellules E+ aprés 6 heures de traitement avec I'oléate
(Figure 13C).

Le pool de triglycérides et de cholestérol des cellules WT et E+
traitées pendant 6 heures avec l'oléate radioactif a aussi été évalué afin de
vérifier 'impact du traitement a I'oléate sur le contenu total en triglycérides et
en cholestérol des cellules lors des expériences. Avant le traitement avec
I'oléate, il n'y a pas eu de différence dans la composition en triglycérides et
en cholestérol entre les cellules WT et E+ (non montré). Cependant, une
réduction significative du cholestérol (-11%, P < 0.05) et des triglycérides
(-16%, P < 0.001) a été trouvée au niveau des cellules E+. (Fig. 14A).
Finalement, la sécrétion de triglycérides cellulaires a été évaluée en incubant
pendant 5 heures les cellules WT, V et E+ avec de ['*CJ-oléate-BSA. Les
résultats ont révélé une hausse d’environ 40% de la sécrétion de triglycérides

cellulaires pour les cellules E+ (Fig. 14B).
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Figure 13. Incorporation d’acides gras réduite chez les cellules HepG2
surexprimant I'apoE. Les cellules WT, V et E+ ont été incubées de 30 minutes a 6
heures a 37°C ou & 4°C avec du ['*C]-oléate-BSA (100 uM, ratio 2:1). La disparition
de ["“*C]-oléate-BSA dans le milieu et 'apparition dans les cellules WT a été
analysée en comptant la radioactivité d'un aliquot de milieu et d’'un extrait lipidique
cellulaire a différents temps et températures (A). Les différents extraits lipidiques
des cellules WT, V et E+ ont permis d'évaluer I'incorporation d’acides gras a chaque
temps d’incubation (B) et le niveau d'apoE sécrétée a été mesuré par ELISA (n=2).
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Figure 14. Reéduction du contenu lipidique et hausse de la sécrétion de
triglycérides chez les cellules HepG2 surexprimant apoE. Les cellules WT et
E+ ont été incubées en présence de ['*C]-oléate-BSA pendant 6 heures a 37°C
(80% de confluence) et leur contenu en triglycérides et en cholestérol a été mesuré
par essai enzymatique (A) (10 puits). La sécrétion de triglycérides radioactifs a été
évaluée en incubant les cellules WT, V et E+ pendant 5 heures en présence de
['*Cl-oléate-BSA. Les extraits lipidiques du milieu ont été séparés sur des plaques
CCM et la fraction correspondante aux triglycérides a été comptée. Les données
représentent la moyenne £ SE pour 10 puits (A) et 2 puits (B). Significatif par test de
student: *P < 0,05 et~ P <0,001.
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4. Discussion

Les résultats de cette étude ont permis de montrer que la
surexpression de I'apoE inhibe l'incorporation d’acides gras et engendre une
réduction de triglycérides, de phospholipides et de cholestérol cellulaires
dans les cellules HepG2. De plus, malgré cette diminution de lipides, la
sécrétion de triglycerides est haussée chez les cellules surexprimant I'apoE
(Fig. 15).

1 Incorporation d’oléate
1 76" secretes

T ApoE sécrétées

"

Figure 15. Effets globaux d’une surexpression de P'apoE sur I'incorporation
d’acides gras et le métabolisme lipidique des cellules HepG2. [I'astérisque (%)
désigne les produits radioactifs].

Il a été montré que I'apoE, de méme que loléate stimulaient la
production et la sécrétion de VLDL-TG et de VLDL-apoB dans les
hépatocytes (7;8;231;232;235). Notre hypothése était qu'une hausse de la
production d’apoE par les cellules HepG2 pouvait promouvoir 'accumulation
d'acides gras dans les hépatocytes et favoriser la synthése de triglycérides,
de phospholipides et de cholestérol estérifi€. Contrairement a notre
hypothése, une diminution de l'incorporation d’acides gras a été observée
chez le transfectant apoE (Fig. 13B). Il n'existe pas de littérature scientifique
qui mentionne un effet inhibiteur de I'apoE sur I'entrée d’'acides gras a
l'intérieur des hépatocytes. Au niveau des cellules HepG2, Lily-Stauderman
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et al. ont montré que 75% de I'apoE était sécrétée, 20% se localisait dans la
cellule et 5% était associée a la membrane plasmique (236). |l se peut que la
surexpression stable de l'apoE modifie la destination de I'apoE et la
concentre davantage au niveau de la membrane plasmique. De cette fagon,
I'apoE pourrait nuire a lactivité de certains transporteurs ou récepteurs
d'acides gras comme CD36, FAT ou FATPpm et ainsi diminuer I'entrée
d'acides gras et la synthése de lipides.

La quantification du contenu total en lipides cellulaires pour les cellules
WT et E+ a permis de montrer d’'une part que la diminution de la synthése de
novo des ftriglycérides (Fig. 12A) réduisait le niveau de triglycérides totaux et
d’autre part que la réduction d’acides gras cellulaires était associée avec une
chute significative du cholestérol total (Fig. 14A). Ces réductions semblent
étre causeées par I'abondance de I'apoE chez les cellules E+ jumelée a I'ajout
d'oléate, puisqu'avant le traitement, le niveau de triglycérides et de
cholestérol dans les cellules WT et E+ étaient similaires (non montré).

Il a été également décelé que les cellules E+ sécrétaient davantage de
triglycérides (Fig. 14C). Cela suggére une hausse de la sécrétion de VLDL
par I'entremise de I'apoE telle que déja mentionnée (7;8). Comment alors
expliquer une hausse de la sécrétion de VLDL lorsqu'il y a une réduction de
lipides cellulaires (Fig. 12 et 14)? Les acides gras sont: (1) des molécules
retrouvées, entre autres, au sein des membranes plasmiques ol elles
peuvent influencer la fluidité et I'activité des récepteurs et des protéines de
transport, (2) des composantes de certaines classes de lipides dont les
triglycérides, les phospholipides et le cholestérol estérifié, nécessaires a la
formation des lipoprotéines et (3) des molécules de signalisation impliquées
dans la régulation génique (237). Huang et al. ont d'ailleurs montré que
loléate augmentait la synthése et la sécrétion de I'apoE dans les
macrophages en altérant le patron de glycosylation de la protéine (238). llIs
ont transfecté de fagon stable 'apoE3 dans les cellules J774 et ont utilisé des
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concentrations d’oléate similaires a celles utilisées lors de nos expériences.
On peut émettre I'hypothése que l'oléate favorise la sécrétion de I'apoE dans
les cellules HepG2. Méme en dépit d'un niveau réduit en oléate libre (Fig.
12C), une plus grande quantité d’apoE provenant des cellules E+ pourrait
étre sécrétée et faciliter la sortie de triglycérides. Par ailleurs, les travaux de
Nordby et al. ont montré que l'oléate permettait la sécrétion de triglycérides
dans des hépatocytes isolés de rat (239). Par conséquent, la baisse du
niveau de lipides cellulaires (Fig. 12 et 14) pourrait étre reliée a une sécrétion

accrue des VLDL par le biais de I'apoE dans les cellules E+ (Fig. 14B)

Dans un autre ordre d'idée, I'apoE des cellules E+ pourrait empécher
la captation des VLDL par le foie (240). Au sein de notre laboratoire, il a été
montré gu’'une surexpression stable de I'apoC-l dans les cellules HepG2
engendrait une hausse de la sécrétion de I'apoC-lll et de I'apoE (données
non publiées). |l faudrait alors vérifier si le fait de surexprimer I'apoE dans les
cellules HepG2 méne au méme résultat. Il a été mentionné que 'apoC-lli
contribuait au développement de [I'hypertriglycéridémie en diminuant la
capture des lipoprotéines riches en triglycérides et en déplagant I'apoE des
VLDL (240). Dans I'éventualité ou la surexpression de I'apoE faciliterait la
hausse d'expression de I'apoC-lll, la capture des VLDL par le foie pourrait
étre altérée par la présence de 'apoC-lll et expliquer la baisse des lipides
cellulaires. Par ailleurs, I'apoE a aussi un effet inhibiteur sur la lipolyse des
particules VLDL-TG. L'apoE inhiberait de maniére dose-dépendante l'activité
de la lipoprotéine lipase (LPL). L'excés d'apoE sur les VLDL-TG déplacerait
'apoC-ll, un co-facteur essentiel a la LPL, résultant en I'accumulation de
VLDL dans le plasma (240-243).

Dans le futur, il serait intéressant de répéter les expériences avec
d’autres lignées cellulaires HepG2 surexprimant 'apoE. De cette fagon, nous
pourrions confirmer nos résultats et éliminer les questions d'effets de

positionnement du vecteur. L’insertion des vecteurs d’expression se fait de
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fagon aléatoire dans le génome de la cellule et pourrait par conséquent
altérer I'expression de protéines importantes dans l'incorporation d’acides
gras et le métabolisme des lipides au niveau du surexprimant apoE. Des
expériences pourraient étre effectuées avec différentes concentrations
d’'acides gras, de glycérol ou de cholestérol radioactifs afin de mieux
caractériser I'effet de I'apoE sur le métabolisme des acides gras, des
triglycérides et du cholestérol. De plus, les expériences ont été effectuées en
absence de sérum. L'ajout de sérum contenant différentes classes de
lipoprotéines, d’hormones ou de facteurs de croissance permettrait de vérifier
(en conditions plus physiologiques) I'impact d'une surexpression de I'apoE
sur le métabolisme des hépatocytes. Finalement, le réle de I'oléate sur la
glycosylation de I'apoE et les effets sur le métabolisme lipidique des cellules
HepG2 doit étre clarifiés.

Les diverses données recueillies au cours de ce projet de recherche
suggérent un rdle de I'apoE dans la sécrétion des VLDL. En effet, 'apoE
favorise la sécrétion plutét que la synthése des triglycérides dans les cellules
surexprimant 'apoE. Elle permet également d'inhiber I'incorporation d’acides
gras et la synthése subséquente de triglycérides, de phospholipides et de
cholestérol cellulaires dans les cellules HepG2.
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VI- Discussion et conclusions

L'apolipoprotéine E est une molécule pléiotrope qui est exprimée dans
la majorité des tissus et a laquelle plusieurs fonctions ont été attribuées. Elle
est directement impliquée dans la clairance des lipoprotéines, la production
de VLDL hépatiques, le transport inverse du cholestérol, linhibition
plaquettaire, I'inhibition de la proliféeration des lymphocytes T et des cellules
du muscle lisse, l'extension des neurones, l'activation d'enzymes du
métabolismes des lipoprotéines et I'oxydation des lipides (chap. Il, section
2.6). Peu d'études ont été consacrées au role de I'apoE dans le tissu
adipeux. Le travail présenté dans ce mémoire montre pour la premiére fois
que l'apoE favorise la prolifération des adipocytes et interfere avec le

processus de différenciation et de maturation.

L'apoE est synthétisée et sécrétée par le tissu adipeux, mais son role
dans ce tissu demeure inconnu. Les cellules de liposarcome SW872, un
modéle d'adipocytes, ont été transfectées de fagon stable avec I'apoE3 afin
d'investiguer le role de l'apoE dans le tissu adipeux. Des études ont
démontré que les niveaux d’ARNm et de protéine apoE augmentaient lors de
la différenciation des adipocytes humains (13;14), suggérant une implication
possible de I'apoE dans le processus de différenciation cellulaire.  Dans
cette optique, notre hypothése était que I'apoE synthétisée par les cellules
SW872 pourrait permettre 'accumulation de lipides en favorisant la capture

des lipoprotéines par les adipocytes.

La transfection de I'apoE dans les cellules SW872 a permis la
caractérisation de 11 clones surexprimant 'apoE a divers degrés. Les
cellules E+, E++ et E+++ exprimant respectivement 3, 8 et 25 fois plus
d'apoE cellulaire que les cellules témoins ont été cultivées en présence ou
en absence de lipoprotéines afin d'évaluer le métabolisme lipidique des
adipocytes. A notre grande surprise, les quantités de triglycérides et de
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cholestérol cellulaires étaient réduites dans les cellules surexprimant 'apoE
(chap. lll; Fig. 5-6). Ces cellules avaient également la particularité de croitre
rapidement. En fait, nous avons démontré que la division cellulaire était
accélérée et I'arrét de croissance était retardé dans les cellules surexprimant
I'apoE (chap. lll; Fig. 8, chap. IV; Fig. 10). La littérature scientifique fait état
de la nécessité d'un arrét de croissance précédant le processus de
différenciation et il est généralement accepté que la prolifération et la
différenciation cellulaires sont mutuellement exclusives [132]. PPAR-y1,
PPAR-y2 et C/EBP-a. sont des régulateurs importants de la différenciation
cellulaire des adipocytes. Nous avons donc vérifieé si I'expression de ces
génes était perturbée dans les cellules surexprimant 'apoE. Aprés 15 jours
de maturation, les transfectants apoE avaient significativement moins de
PPAR-y1 et y2, alors que I'expression de C/EBP-a était similaire aux cellules
témoins (chap. lll; Fig. 9 et Tableau ). Ces résultats sont en accord avec les
travaux démontrant qu’une déficience en PPAR-y engendre une réduction de
I'accumulation de lipides dans les adipocytes, empéchant le développement
de I'obésité [244]. L'analyse par PCR en temps réel du niveau d'/ARNm de
certains génes cibles du métabolisme des lipides a permis de mettre en
évidence une baisse de I'expression du VLDLR, LDLR et de SCD1 (chap. llI;
Tableau I, chap. IV; Tableau Il). La diminution de I'accumulation de lipides
pourrait s’expliquer par une stimulation de la lipolyse ou par l'inhibition de la
lipogénése dans les surexprimants apoE, qui est d'ailleurs appuyée par la
réduction de l'expression de SCD1 dans ces cellules. L'expression a la
baisse du VLDLR et du LDLR pourrait également contribuer a la réduction de
lipides cellulaires et étre aussi causée par le stade précoce de maturité des
transfectants apoE. Finalement, la disponibilité en acides gras
extracellulaires pourrait étre diminuée et expliquer en partie 'accumulation

réduite de lipides dans les surexprimants apoE.

L’ensemble de ces données apporte de nouvelles évidences quant au
rOle de lPapoE dans le tissu adipeux. Cependant, plusieurs questions
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demeurent sans réponse. Plusieurs expériences sont requises afin de mieux
caractériser les effets de I'apoE lors du développement des adipocytes. Une
hausse de la croissance cellulaire pour les transfectants apoE a été décelée
lorsque ceux-ci étaient incubés en présence de sérum normal, de sérum
supplémenté en acides gras et de sérum dépourvu de lipoprotéines (chap. lll;
Fig. 5 & 6, chap. IV; Fig. 11). Le point commun entre ces trois conditions de
culture cellulaire est la présence de sérum. Le sérum contient plusieurs
élements qui affectent la croissance cellulaire. Plusieurs de ces facteurs de
croissance, tels que EGF, TGF-a et B, et TNF-a, inhibent la différenciation
cellulaire des adipocytes (Chap. I, section 3.3.1). |l serait donc intéressant
d'utiliser des anticorps spécifiques contre leurs récepteurs respectifs afin de
vérifier leur implication sur la différenciation des cellules surexprimant I'apoE.
Ces expériences permettraient aussi de caractériser les voies de

signalisation activées par ces récepteurs.

Le géne APOE permet la synthése de trois isoformes: apoE2, apoE3
et apoE4. Chacun de ces polymorphismes affecte a sa fagon le métabolisme
des lipoprotéines (chap. I, section 2.4). Ces différences s'étendent
également au sein des cellules. Par exemple, I'apoE3 et 'apoE4 n'ont pas le
méme effet sur I'assemblage des microtubules dans les neurones et sur
I'extension des neurones (chap. ll, section 2.6.6). Par conséquent, les
cellules SW872 pourraient étre transfectées avec I'apoE2 et I'apoE4 afin de
vérifier I'impact du polymorphisme de I'apoE sur la différenciation cellulaire
des adipocytes.

Les cellules SW872 ont été transfectées avec le vecteur pCDNA3-
apoE. Ce type de vecteur contient un promoteur cytomégalovirus (CMV) qui
permet I'expression constante et souvent a haut niveau de la protéine
d'intérét. Nos résultats indiquent que I'effet de I'apoE sur la différenciation
cellulaire se situe entre les jours 2 et 15. Cependant, il est impossible de dire
avec precision a quel moment I'apoE intervient dans ce processus. Afin de
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répondre a cette question, les cellules SW872 pourraient étre transfectées
avec un vecteur d’expression contenant un promoteur inductible. Ce type de
vecteur nécessite la présence d'une molécule spécifique (ion métallique,
métabolite ou une hormone) pour permettre son activation. En absence de

son stimulus, le promoteur est inactif et la protéine n'est pas exprimée.

L'utilisation de petits ARN interférences (siRNA) est une approche
efficace dans I'optique d'identifier I'effet d’'une réduction de I'expression d’'un
géne cible dans un tissu (244). Les cellules SW872 pourraient étre
transfectées de fagon stable (promoteur constitutif et/ou inductible) avec des
duplex de siRNA afin de vérifier I'impact d'une réduction d'apoE sur la
différenciation et la maturation cellulaire des adipocytes. Malheureusement, il
est difficile d'inhiber complétement la synthése de I'apoE par cette technique.
Par conséquent, il serait préférable d’effectuer une délétion spécifique de
'apoE dans le tissu adipeux de souris a lI'aide d'un systéme de knockout

conditionnel de type Cre/lox (245).

Le knockout conditionnel offrirait 'avantage de vérifier I'impact d’'une délétion
de l'apoE dans le tissu adipeux, mais également sur les autres tissus de
l'organisme. Dans ce systéme, un site lox flanquant de part et d’autre le
géne de l'apoE serait inséré dans les cellules souches de souris afin de
générer une lignée de souris transgénique. D’autre part, une lignée qui
exprimerait la recombinase Cre sous le promoteur d’un géne spécifique du
tissu adipeux (ex: aP2) serait utilisée. Finalement, il y aurait un croisement
entre les deux types de souris, puis la recombinase Cre exciserait le géne
APOE situé entre les sites lox afin de générer des souris déficientes en apoE
spécifiquement dans le tissu adipeux (aP2-Cre/APOE '2/°%

A la lumiére des résultats obtenus avec les surexprimants apoE,
pouvons-nous affirmer qu'une surexpression de I'apoE dans le tissu adipeux
serait bénéfique? A premiére vue, il est difficile d’extrapoler a partir des
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résultats obtenus sur un type cellulaire qui n'est pas dans son contexte
optimal. La réponse a cette question viendrait de I'étude in vivo d'une
surexpression ou d’'une délétion spécifique de I'apoE dans le tissu adipeux
chez la souris. A premiére vue, il parait difficile de prévoir I'effet de I'apoE
sur l'obésité. Bien que les transfectants apoE accumulent moins de lipides
(adipocytes moins volumineux), la croissance cellulaire y est augmentée
(augmentation de la quantité d'adipocytes). Néanmoins, il est permis de
croire que la baisse de I'expression de PPAR-y chez les transfectants apoE
puisse affecter les fonctions physiologiques de ces adipocytes et de

'organisme.

Il a été démontré que les humains ayant des mutations dominantes
négatives de PPAR-y développent le syndrome métabolique (résistance
sévéere a linsuline, dyslipidémies et hypertension) (172). De plus,
l'inactivation de PPAR-y dans le tissu adipeux de souris méne au méme
résultat, ce qui démontre un réle trés important de PPAR-y provenant des
adipocytes dans I'hnoméostasie globale de I'organisme. Cette étude a montré
que les souris hétérozygotes pour PPAR-y ont une concentration élevée en
acides gras plasmatiques et développaient de la stéatose hépatique, la
résistance a l'insuline et 'hypertension (245). Cependant, Jones et al., en
supprimant le géne PPAR-y du tissu adipeux de souris, n'ont pas constaté de
résistance a l'insuline (218). lls ont remarqué une réduction de poids malgré
une hyperphagie chez les souris déficientes en PPAR-y dans le tissu adipeux.
Néanmoins, il est donc permis de suggérer qu’une surexpression de |'apoE
dans le tissu adipeux de souris ou d’humain puisse affecter différentes
fonctions de I'organisme et entrainer le développement de pathologies par le
biais d'une déficience en PPAR-y. Nos travaux indiquent que les cellules
surexprimant 'apoE sont moins matures (moins de lipides, niveau réduit de
PPAR-y). Sachant que les adipokines sont sécrétées par les adipocytes
matures (chap. Il, section 3.5), I'expression de celles-ci pourrait étre

diffefremment régulée lors d'une surexpression de l'apoE dans le tissu



82

adipeux. Par ailleurs, la délétion de PPAR-y dans le tissu adipeux de souris

diminue le niveau de leptine et d'adiponectine plasmatiques (218).

Mon deuxiéme projet de recherche visait a identifier de quelle fagon
l'apoE engendrait la synthése et la sécrétion de VLDL dans le foie. Les
cellules HepG2, un bon modéle d’hépatocytes, ont été transfectées de fagon
stable avec I'apoE3 et exposées a l'acide gras oléate. Nous pensions que
l'apoE pourrait faciliter I'entrée d’acides gras dans le foie et favoriser la
synthése des lipides nécessaires a la production de VLDL hépatiques.
Contrairement a notre hypothése, les cellules surexprimant I'apoE avaient
une incorporation réduite en acides gras, jumelée a une diminution de I'ocléate
libre, des triglycérides, du cholestérol et des phospholipides cellulaires (chap.
V; Fig.12-14). Finalement, une augmentation de la sécrétion de triglycérides
a eté decelée chez les surexprimants apoE (chap. V; Fig. 14).

Il est bien connu que I'apoE permet I'épuration des lipoprotéines par le
foie en agissant comme ligand pour différents récepteurs membranaires (18-
20). Par contre, aucune étude scientifique n'a démontré un effet de I'apoE
sur l'incorporation d’acides gras. Une fois synthétisée et sécrétée par les
cellules HepG2, une fraction de I'apoE se lie aux chondroitin sulfate
proteoglycan (CSPG) ou aux heparan sulfate proteoglycan (HSPG) (246).
Nous pouvons suggérer qu’une plus grande concentration d’apoE se retrouve
ancrée aux CSPG et aux HSPG pour les cellules E+, ce qui pourrait nuire aux
transporteurs d’acides gras et expliquer la diminution d’entrée d'acides gras
dans les cellules HepG2. Afin de comprendre l'effet de ce pool d’apoE sur la
cinétique d'incorporation d’acides gras vers le foie, les cellules E+ pourraient
étre traitées avec I'héparine, la suramine ou la chondroitine sulfate A et B qui
sont reconnues pour réduire la quantité d’apoE a la surface cellulaire (246).
Les différents effets observés lors de la surexpression de l'apoE et le
traitement avec l'oléate dans les cellules HepG2 (Fig. 15) pourraient

également étre analysés lors d'une déficience de l'apoE induite par
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I'utilisation de siRNA dans les cellules HepG2. Finalement, il serait
intéressant de vérifier I'expression de certains génes impliqués dans le
métabolisme des lipides des cellules HepG2. L'accent pourrait étre mis sur
les transporteur d’acides gras (CD36, FATP, FABPpm,...) qui pourraient bien
étre régulés a la baisse et occasionner la réduction subséquente des lipides
cellulaires.

Il est évident qu'il est prématuré d’affirmer que I'apoE a un réle dans
I'inhibition de I'incorporation d’acides gras et la synthése de lipides cellulaires
dans les cellules HepG2. La création de nouveaux surexprimants de I'apoE
est un prérequis afin de répondre a toutes les interrogations liées aux
résultats observés pendant ce projet de recherche. Néanmoins, dans
I'éventualité ou l'apoE  aurait véritablement un effet inhibiteur sur
l'incorporation d’acides gras, elle pourrait contribuer a I'accumulation d’acides
gras plasmatiques. De cette fagon, un niveau élevé en acides gras pourrait
favoriser entre autre la résistance a linsuline et le diabéte non-insulino
dépendant (247).

En conclusion, nous avons démontré qu'une hausse de I'apoE
cellulaire augmente la croissance cellulaire et diminue [accumulation de
lipides dans les adipocytes humains SW872. Ces effets sont associés a une
réduction de I'expression des marqueurs de différenciation: PPAR-y1 et y2,
proposant une différenciation et une maturation déficiente de ces cellules.
Par ailleurs, la réduction de I'expression de SCD1 invoque la possibilité d'un
probléme au niveau de la lipogénése pour les transfectants apoE et le faible
niveau d’expression du VLDLR et du LDLR pourrait également contribuer a la
diminution de I'accumulation de lipides lors de la maturation de ces cellules
en présence de lipoprotéines. Des études in vivo a partir de souris sont
essentielles afin de caractériser globalement l'effet de I'apoE sur 'ensemble
des systémes de l'organisme.
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Nous avons également démontré qu'une surexpression de l'apoE
entraine l'inhibition de [lincorporation d'acides gras et la synthése des
triglycérides, du cholestérol et des phospholipides cellulaires dans les cellules
HepG2. De plus, une hausse de la sécrétion de triglycérides par le
transfectant apoE suggéere un effet stimulant de I'apoE sur la sécrétion de
VLDL. Il reste a clarifier le role de I'oléate dans tous ces processus. De plus,
I'élaboration de nouveaux transfectants apoE permettrait de confirmer les
présents résultats et d’élucider le réle de cette protéine dans l'incorporation

d’acides gras et le métabolisme lipidique des hépatocytes.
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