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RESUME

Introduction : L’absorption intestinale est désormais considérée comme un processus
complexe qui requiert plusieurs événements successifs. On peut les résumer en trois
grandes étapes principales séquentielles : 1) la phase apicale qui correspond a la captation
des lipides alimentaires a partir de la lumiére intestinale et a travers la bordure en brosse ;
2) la phase intracellulaire pendant laquelle les lipides sont acheminés au réticulum
endoplasmique et incorporés dans les lipoprotéines ; et enfin 3) la phase d’exocytose qui
correspond & la sécrétion par la membrane basolatérale des lipides dans la circulation
systémique. Malgré I’importance extréme des lipides tant pour la physiologie de
I’organisme que pour la physiopathologie des maladies cardiovasculaires comme exemple,
les différentes étapes de I’absorption restent encore mal caractérisées. Objectifs : Les
objectifs principaux de ce projet sont, d’une part, de faire une synthése des connaissances
actuelles sur I’absorption intestinale des lipides, et d’autre part, d’étudier les aspects
spécifiques a chacune des 3 phases principales précédemment citées. Nous souhaitions
également allier une approche de recherche fondamentale et de recherche clinique en
pédiatrie, ce qui fut fait grace a I'utilisation des techniques de culture cellulaire, culture
organotypique, Western Blot et Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) associées a 1’étude de patients atteints de fibrose kystique ou d’hypocholestérolémie
familiale. Résultats : 1) Pour I’absorption au pdle apical, nous avons démontré dans le
modele cellulaire humain Caco2 que plusieurs facteurs nutritionnels, hormonaux,
inflammatoires ou médicamenteux connus pour diminuer I’absorption intestinale du
cholestérol influencent 1’expression d’un transporteur, le Scavenger Receptor Classe B
Type I (SR-BI). De plus, cette régulation est polarisée, c'est-a-dire qu’un méme effecteur
est capable d’induire une régulation différente de SR-BI selon le pdle de la cellule par
lequel il aborde I’entérocyte (apical versus basolatéral). Les modifications de 1’expression
de SR-BI induites par 1’effecteur ont lieu essentiellement au pdle cellulaire orienté vers la
lumiére intestinale (pole apical) quelque soit le pdle par lequel I’effecteur entre en contact
avec l’entérocyte, ce qui suggére que SR-BI serait impliqué principalement dans
I’absorption du cholestérol alimentaire dans cette cellule. Enfin, la diminution de ce
transporteur au pdle apical entérocytaire s’accompagne d’une baisse de I’absorption du

cholestérol démontrant son réle effectif. 2) Pour le transport intraentérocytaire, nous avons
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démontré pour la premiére fois que la malabsorption des lipides au cours de la fibrose
kystique (FK) ne résultait pas seulement de perturbations des phases intraluminales de la
digestion des graisses (lipolyse et micellisation principalement), mais aussi d’anomalies de
la phase intraentérocytaire. En effet, grice a la technique de la culture des explants
intestinaux provenant de patients atteints de mucoviscidose, nous avons mis en évidence
que ’absorption des lipides et la synthése des apolipoprotéines ainsi que la sécrétion des
lipoprotéines et des lipides étaient fortement diminuées. 3) Pour la sécrétion au podle
basolatéral, nous avons réuni la cohorte la plus importante actuellement d’une
hypocholestérolémie familiale rare: la rétention de chylomicrons afin d’étudier la
corrélation génotype-phénotype, décrit 3 nouvelles mutations et proposé des
recommandations pour le suivi et le traitement de cette maladie rare en comparant un
groupe de patients suivis au Canada (Hopital Ste Justine) et un autre suivi en France
(Hopital Edouard Herriot). Conclusions : Grace a ce projet nous avons pu aborder
I’ensemble des processus digestifs au niveau entérocytaire et caractériser de nouveaux
aspects pour chacune des trois phases principales qui sont 1’absorption apicale, le transport
intraentérocytaire et la sécrétion basolatérale. Chacun de ces trois volets nous conduit a de
nouvelles perspectives de recherche qui devraient nous permettre d’apporter des réponses
complémentaires aux questions soulevées lors de 1’étude de la physiologie de 1’absorption

intestinale des lipides.

Mots clefs : intestin, absorption, sécrétion, lipides, lipoprotéines, Caco2, SR-BI, régulation,
transporteur, fibrose kystique, acides gras essentiels, rétention de chylomicrons, Maladie

d’Anderson, Sarl, SARA2.



ABSTRACT

Introduction : Intestinal absorption of lipids has previously been assumed to result only
from passive diffusion. However, new data indicate that transporters are involved in this
important process. Three main phases are crucial in fat transport: 1) the apical phase, which
corresponds to the uptake of lipids from the lumen to the enterocyte through the brush
border membrane; 2) the intracellular phase in which the lipids are carried to the
endoplasmic reticulum in order to be incorporated into lipoproteins; and finally 3) the
basolateral phase where lipids are secreted into blood circulation via lymphatics. Despite
the pivotal role of lipids in different pathologies, these successive steps of intestinal
absorption are poorly characterized. Objectifs: our aims were to thoroughly scrutinize these
specific processes pertaining the absorptive transport of lipids. Our efforts were dedicated
to use a fundamental approach and clinical research to investigate pediatric pathologies
such as cystic fibrosis or familial hypocholesterolemia. Results: 1) For the apical phase, we
demonstrated in the human cell Caco2 cells that many effectors (nutrients, hormones, pro-
inflammatory molecules and drugs) were able to regulate the expression of Scavenger
Receptor class B type I (SR-BI). Furthermore, this modulation was “polarized”, i.e., the
same effectors induced a specific control depending on the cellular side of effector
incubation. The modifications of SR-BI were essentially localized at the apical side of the
enterocyte and associated with decreased up-take of radioactive cholesterol, which suggest
that SR-BI is essentially involved in dietary cholesterol absorption. 2) In the intracellular
phase, we demonstrated for the first time, that lipid malabsorption in cystic fibrosis
resulted, not only from the intraluminal abnormalities (pancreatic insufficiency or biliary
impairments), but also from intra-enterocyte dysfunctions. Indeed, we highlighted that lipid
absorption, apolipoprotein synthesis and lipoprotein secretion were dramatically decreased
in cystic fibrosis intestinal explants in culture. 3) As to the basolateral phase, we
characterized the most important cohort so far recruited related to Chylomicron Retention
Disease (CRD). We found three new mutations of the SARA2 gene encoding for the Sarl
GTPase protein involved in chylomicrons secretion. We provided new data on the clinical
expression of this disease, compared phenotype with genotype and proposed

recommendations for the diagnosis, follow up and treatment in CRD.
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Key words: intestine, absorption, secretion, lipid, lipoprotein, Caco2 cells, SR-BI,
regulation, transporter, cystic fibrosis, essential fatty acids, chylomicrons retention disease,

Anderson disease, Sarl, SARA2.
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Partie A : Données de la littérature, hypothéses et méthodologie

I) INTRODUCTION

1-1) IMPORTANCE PHYSIOLOGIQUE DES LIPIDES

On distingue 4 types de lipides : acides gras (AG), glycérides, phospholipides (PL)

et cholestérol.

Les AG sont des composés organiques formés d’une chaine carbonée ayant un
groupement carboxyle a une des extrémités (appelée C terminale) et un méthyle terminal
’autre (N terminale). Ce sont des acides organiques faibles. On peut les classer selon : i) la
longueur de la chaine carbonée qui comporte toujours un nombre pair de carbones (C) (4 2
6 C: chaine courte, 8 3 12 C: moyenne, > 12 C: longue, >20 C); ii) le nombre
d’insaturations (AG saturés, monosaturé ou polyinsaturé quand il y a plus d’une double
liaison), iii) la position des doubles liaisons par rapport a 1’extrémité N terminale , iiii) la
forme isomérique de la double liaison, la forme naturelle étant presque toujours cis qui
procure une forme incurvée a la chaine carbonée augmentant ainsi sa souplesse, mais on
peut aussi produire des formes trans par hydrogénation catalytique qui ont une rigidité plus
majorité des AG peut étre synthétisée par 1’organisme, cependant certains sont appelés
essentiels (AGE), car non synthétisables. Nous reviendrons plus en détail sur ces AGE au
chapitre III). Les AG sont les composants de plusieurs autres classes de lipides, ils sont
ainsi les lipides les plus abondants et sont responsables de la plupart des propriétés

physicochimiques, métaboliques et nutritionnelles des lipides composés.

Les glycérides sont des composés formés d’une molécule de glycérol dont les 3
hydroxyles peuvent étre estérifiés par un AG produisant un (monoglycéride, MG), deux AG
générant un (diglycéride DG) ou trois AG formant un (triglycéride ou triacylglycérol TG).
Les TG sont les plus abondants dans notre alimentation puisqu’ils représentent plus de 90%
des lipides diététiques, ils sont composés d’acides gras 4 longue chaine dans 92 & 96%
[Carey 1992]. IIs jouent de nombreux rdles : constituant la principale réserve énergétique,

influengant la structure des membranes cellulaires et donc la fonctionnalité des protéines




membranaires (récepteurs, transporteurs, enzymes), précurseurs de molécules modulant
I'inflammation et la coagulation (AGE — éicosanoides — thromboxanes, leucotriénes et

prostaglandines).

Les phospholipides (ou glycérophospholipides) sont formés d’un diglycéride dont
une fonction alcool est estérifiée par une molécule d’acide phosphorique, lui-méme 1ié
une autre molécule (choline dans la lécithine ou phosphatidylcholine ; sérine ; inositol ou
éthanolamine). Les PL sont des molécules amphipatiques, c'est-a-dire qu’elles possédent un
pble hydrophile (partie liée & I’acide phosphorique) et un pdle hydrophobe (les 2 AG), ce
qui leur confére la propriété de s’organiser soit en monocouche pour solubiliser d’autres
molécules hydrophobes en les incorporant dans leur core hydrophobe, soit en bicouche
dans les membranes cellulaires. Ils représentent environ 5 4 8% des lipides alimentaires,
mais jouent des rdles essentiels dans la structure tissulaire, notamment au niveau du
systeme nerveux central et de la peau (étanchéité intercellulaire grace aux céramides). Ils
sont les précurseurs de certains neurotransmetteurs. Ils peuvent participer a la solubilisation
des lipides biliaires et alimentaires. Comme les AG contenus dans les TG, les PL peuvent

servir comme substrats énergétiques.

Le cholestérol est le principal stérol de 1’organisme humain. 11 est formé de 26
carbones organisés sous forme de 4 cycles carbonés et porte une fonction aleool sur son 3°
carbone. Il peut &tre synthétisé par presque toutes les cellules de I’organisme et se présente
sous forme soit libre, soit estérifiée a un acide gras au niveau de sa fonction alcool. I
devient alors nettement plus hydrophobe. La majorité du cholestérol alimentaire est sous
forme estérifiée. Le cholestérol ne représente que 3 a4 5% des lipides alimentaires, mais il
est un composé essentiel des membranes cellulaires en augmentant leur rigidité, ce qui peut
influencer aussi les fonctions protéiques de ces membranes. I est aussi le précurseur des

hormones stéroidiennes, de la vitamine D et des acides biliaires.

1-2)  ORIGINES DES LIPIDES INTRALUMINAUX

Les lipides alimentaires représentent environ 35% de I’apport calorique total d’une
diete occidentale, soit entre 100 et 150g/j [Ros 2000]. Habituellement, environ 40% des

lipides sont ajoutés a I’alimentation lors de la préparation culinaire (graisses dites



d’assaisonnement), alors que les 60% restant font partie intégrante des aliments (graisses

constitutives). La teneur en graisse varie de maniére importante selon les types d’aliments.

Les lipides retrouvés dans la lumiére intestinale et qui vont étre absorbés ont
plusieurs origines. Ainsi, le cholestérol provient non seulement de la diéte (300 2 500 mg/j),
mais surtout de la bile (800 a 1200 mg/j) et aussi de la desquamation des entérocytes pour
une quantité proche de celle retrouvée dans la diéte (250-400 mg/j). Donc, seulement 1/3 du
cholestérol intraluminal est d’origine alimentaire. De méme la bile est une source
importante de PL puisqu’elle en apporte 10 & 20g/j alors qu’on en retrouve seulement 5
8g/] dans la diete. Enfin, les TG représentent la trés grande majorité des lipides alimentaires

(>90%).

1-3)  ETAPES DE L’ABSORPTION INTESTINALE DES LIPIDES

L’absorption intestinale des lipides rencontre 2 problémes principaux :
I’hydrophobicité et la taille importante de ces molécules.

Les lipides sont par nature des molécules hydrophobes. Ils vont avoir a traverser
successivement 3 phases riches en eau avant d’atteindre les cellules cibles périphériques : le
milieu intraluminal riche en sucs digestifs, puis le cytosol de la cellule entérocytaire et
enfin la circulation sanguine. L’organisme répond a ce probléme en élaborant des
complexes capables d’augmenter la solubilité des lipides a chacune de ces étapes : les
micelles composées de sels biliaires amphipatiques solubilisent les lipides dans la lumiére
intestinale ; des transporteurs cytosoliques permettent aux graisses de se rendre aux
différents organelles entérocytaires pour y étre métabolisés, et les lipoprotéines élaborées
par D’entérocyte vont véhiculer les graisses dans la circulation sanguine jusqu'a leurs

cellules cibles périphériques.

D’autre part, certains lipides ont une taille trop importante pour étre absorbés tels
quel TG, DG, cholestérol ester et PL, 1’organisme va devoir les hydrolyser dans la lumiére
intestinale pour permettre leur absorption. En plus de diminuer leur taille, cette hydrolyse

va produire des composés moins hydrophobes.

Ce sont les étapes successives de ces procédés que nous allons détailler maintenant.



1-3-1) Digestion des lipides
e Hydrolyse des Lipides

L’hydrolyse des TG débute dans 1’estomac par ’action de la lipase gastrique. Cette
enzyme agit principalement sur les liens en position sn-1 et sn-3 pour les AGCL alors
qu’elle hydrolyse les AGCM également en position sn-2 [Tobey 1985]. La lipase gastrique
est sécrétée principalement par le fundus de 1’estomac et elle requiert un pH se situant entre
3.0 et 6.0 pour avoir une action hydrolytique optimale [Naim 1988}, d’out I’importance de
la sécrétion des ions HCI par 1’estomac. Notons qu’au pH 5-6, elle agit plus efficacement
sur les AGCM que sur les AGCL [Carriere 1993]. Cette digestion gastrique des TG est une
étape essentielle au processus de lipolyse intestinale pour trois raisons : i) Les AG libérés
stimulent la libération de cholecystokinine (CCK) de la muqueuse duodénale, ce qui
provoque I’excretion des enzymes pancréatiques et de la bile, elle méme composée
essentiellement d’acides biliaires, de cholestérol et de PL [Naim 1988] ; ii) efficacité de la
lipase pancréatique est augmentée en présence de TG partiellement hydrolysés ; et enfin iii)
les AG libérés augmentent ’affinité de la lipase pancréatique pour son cofacteur, la

colipase, dont nous reparlerons plus loin.

L’étape suivante a lieu dans le duodénum et implique la lipase pancréatique qui est
I’enzyme principale pour la digestion des TG, puisqu’elle assure 70 4 75% de ’hydrolyse
des TG et des diglycérides. Elle scinde les AGCL en position sn-1 ou sn-3 libérant ainsi des
AG libres et du MG ayant donc son AG en position sn-2, ce qui représente la forme
prédominante des MG absorbés au niveau intestinal [Tobey 1985]. La lipase pancréatique
agit 2 pH 8 et est inactivée a pH acide, a la différence de la lipase gastrique, d’ou
I’importance de la sécrétion d’ions bicarbonates par le pancréas et le foie. La colipase est
nécessaire pour stabiliser la lipase pancréatique en lien avec les gouttelettes lipidiques,
assurant ainsi une hydrolyse optimale des TG. Cette co enzyme est sécrétée également par

le pancréas, mais par des cellules différentes de celles élaborant la lipase pancréatique.

Les PL, principalement les phosphatidylcholines (PC), sont hydrolysés dans
Iintestin gréle par I’action des phospholipases Al et A; (PLA1 et PLA;) pancréatiques. Ces
enzymes sont sécretées sous leur forme zymogene et sont activées par la trypsine lors de

leur enirée dans le duodénum. La PLA2 hydrolyse préférentiellement I’AG de la



phosphatidylcholine (PC) qui est le plus abondant des phospholipides de la diéte. Elle
coupe le lien de I’AG situé en position 2 seulement, libérant ainsi un AG et un lyso-PC, des
composés plus hydrosolubles, qui tiennent un réle important dans la solubilisation des

autres produits de la digestion lipidique [Naim 1988] [Tobey 1985] [Ahnen 1983].

Seulement 10 & 15% du cholestérol alimentaire est sous forme de CE [Tobey 1985].
Ce demier doit d’abord étre hydrolysé dans 1’intestin par la cholestérol estérase (CET)
pancréatique afin que le cholestérol libre soit absorbé. La CET hydrolyse aussi les esters de
retinol et le Lyso-PC, mais est 100 fois moins efficace que la lipase pancréatique pour

I’hydrolyse des TG [Borgstrom 1980].
¢ Emulsification et Solubilisation Micellaire

Les TG sont insolubles dans I’eau, s’agregent en grosses gouttelettes lipidiques,
limitant ainsi la surface d’action des enzymes lipolytiques. L’émulsification est le processus
de dispersion de ces grosses gouttelettes en petites particules et est initiée par les sels
biliaires déversés dans le duodénum. Les acides biliaires sont des molécules amphipatiques
synthétisées par le foie. Ils augmentent la solubilit¢ en phase aqueuse des lipides en
permettant [’agrégation des produits de I’hydrolyse (MG et AG) avec eux pour former de
petites gouttelettes émulsifiées appelées micelles. Ainsi, les micelles permettent de garder
en solution les produits provenant de la digestion des lipides qui seraient autrement
insolubles [Farquhar 1963] [Naim 1988] [Tobey 1985] [Ahnen 1983], augmentant de 100 a
1000 fois la concentration aqueuse des MG et des AG. Donc, la micellisation est une étape
indispensable a 1’absorption optimale des graisses alimentaires, ce qui est illustré par la
réduction de 30% de 1’absorption des lipides chez les patients atteints d’atrésie des voies

biliaires [Kobayashi 1983].

1-3-2) Absorption intestinale des lipides
e Passage Transmembranaire

Pour que les lipides contenus dans les micelles soient absorbés par la cellule

intestinale, ils doivent étre séparés des sels biliaires. A la surface de la bordure en brosse



des entérocytes existe un microclimat acide (pH 5.3 — 6.0) créé par les échanges Na'/H" de
la membrane. Cette acidité entraine une diminution de la solubilité des micelles. Les AG
sont alors dissociés des micelles et protonés, ce qui permet leur passage a travers la
membrane microvillositaire de I’entérocyte [Naim 1988] [Levy 2001]. Les MG en position
sn-2, les lyso-PC et le cholestérol sont aussi transférés a travers les microvillosités, mais les
acides biliaires sont pour la plupart absorbés au niveau de I’iléum terminal grice & un

transporteur spécifique, puis transportés dans la veine porte jusqu’au foie [Ahnen 1983].

Au niveau de [D’entérocyte, il semble que deux mécanismes agissent en
complémentarité pour permettre aux lipides de traverser la membrane microvillositaire : la
diffusion simple et le transport actif qui implique des transporteurs membranaires
[Thomson 1986] [Wilson 1994]. Ainsi, les AG non chargés se déplacent de fagon rapide et
spontanée a travers la membrane plasmique, grice a un mouvement de “flip-flop” non
énergie-dépendant. De méme, une diffusion passive du cholestérol libre est le modéle
classique proposé [Sternby 1991]. Cette diffusion simple serait le résultat du gradient de
concentrations, créé par ’abondance de lipides dans la lumiére intestinale et leur faible
concentration dans le milieu cytosolique [Istvan 2000]. Les arguments en faveur de
I’existence d’un transport dépendant de protéines, ainsi que les principales protéines

candidates seront détaillés au chapitre II.
e Transport Cytosolique

Le transfert des lipides depuis la bordure en brosse jusqu'au réticulum
endoplasmique (RE) a travers le milieu cytosolique aqueux requiert I’implication de
transporteurs protéiques, afin de contrer le caractére hydrophobe des lipides. Deux “Fatty
Acid Binding Protein cytosoliques” (FABPc) semblent étre impliqués dans le transport
navette des AG, des MG et des lyso-PL a l'intérieur du cytosol : I-FABP et L-FABP
[Westergaard 1976]. L’I-FABP, une protéine de 15 kDa composée de 132 acides aminés,
est exclusivement exprimée dans le gréle, tandis que “Liver-FABP” (L-FABP) (14.3 kDa et
127 acides aminés), est exprimée aussi dans le foie et les reins [Wilson 1971]. 1l est
possible que ces deux protéines jouent des rdles physiologiques différents [Thomson 1980].
D’autres transporteurs cytosoliques font aussi 1’objet d’études, telle la “Phospholipid

Transfer Protein” (PLTP), 9 kDa, présente chez la majorité des mammiferes et qui



permettrait le transfert des PL entre les interfaces membranaires [Thomson 1993]. Le
“Sterol Carrier Protein-2” (SCP-2) (13 kDa) serait impliqué dans le transport intracellulaire
du cholestérol ainsi que dans son estérification [Levy 2000]. Finalement, I’“Acyl-CoA
Binding Protein” (10 kDa), distribuée de fagon ubiquitaire dans les organes, posséde une
affinité de liaison élevée pour les esters acyl-CoA a chaines moyennes et longues [Besnard

1996].

o Réestérification des Lipides

Les produits lipolytiques transportés jusqu'a la membrane du RE y sont réesterifiés,

c’est-a-dire qu’il y a synthese de TG, PL et CE.

La synthése des TG peut s’effectuer selon deux mécanismes d'action. La premicre
voie de synthese est la voie du monoacylglycérol [Hamilton 1999]. Par l'action de I'enzyme
monoacylglycerol acyltransferase, le MG en position sn-2 est tout d'abord acylé en
diglycéride qui subit & son tour une acylation en TG par l'action de la diacylglycerol
acyltransferase [Farquhar 1963] [Naim 1988] [Ahnen 1983]. La deuxieme voie de synthése
des TG est appelée la voie de l'a-glycérophosphate. Elle implique tout d'abord l'acylation
du glycérol-3-phosphate par l'action de l'enzyme glycérophosphate acyltransférase, afin de
former I'acide phosphatidique. Ce dernier est hydrolysé en diglycéride en présence de la
phosphatidate phosphohydrolase, puis le diglycéride est converti en TG. Cette deuxiéme
voie s’active lorsque les MG ne sont pas disponibles ou lors du jeline, car il a été démontré
que durant l'absorption normale des lipides, la voie du monoacylglycérol est largement

privilégiée [Farquhar 1963] [Ahnen 1983].

C’est aussi a travers la voie du monoacylglycérol que de nombreuses molécules de
lyso-PC absorbées sont réacétylées pour former le PC, impliquant [’enzyme
lysophosphatidylcholine acyltransférase [Naim 1988]. Une autre portion du lyso-PC
absorbé peut étre hydrolysée pour former le glycéro-3-phosphorylcholine. L’AG ainsi
libéré peut étre utilis¢é pour la synthese de TG et le glycéro-3-phosphorylcholine est

transporté vers le foie pour utilisation [Tobey 1985].

Les deux enzymes impliquées dans la réestérification du cholestérol sont la

cholestérol estérase et la “Acyl-CoA Cholesterol Acyl Transferase” (ACAT). La premiére



facilite le déplacement des lipides dans I’entérocyte en les dirigeant vers leur site
fonctionnel intracellulaire et est possiblement impliquée dans la captation microvillositaire
du cholestérol [Naim 1988]. La deuxieme catalyse la synthése de CE a partir du cholestérol
libre et de I'acyl CoA [Schaffer 2002]. Approximativement, 75% du cholestérol
nouvellement absorbé est retrouvé dans les chylomicrons (CM) sous forme estérifiée

[Hofmann 1963].

Deux formes de ACAT, appelées ACAT1 et ACAT2 ont été identifiées dans
différents tissus. L’ACAT1 est une protéine membranaire (~65 kDa) ubiquitairement
distribuée dans les tissus et principalement localisée au niveau du RE (29). Chez I’humain,
on la retrouve en grandes concentrations dans les macrophages et les cellules productrices
d’hormones stéroidiennes, mais elle est aussi détectable dans les hépatocytes et les
entérocytes. L’ACAT2, qui possede environ 40% d’identité avec I’ACATI, est
principalement exprimée dans le foie et l'intestin gréle et elle semble étre la forme
prédominante dans les cellules de 1’épithélium intestinal humain. Certains auteurs ont émis
I’hypothése que I’ACAT! aurait pour fonction principale la syntheése du CE utilisé dans la
mise en réserve de gouttelettes cytosoliques de cholestérol et que I’ACAT2 serait

fonctionnellement associée au CE contenu dans les particules lipoprotéiques [Schaffer

2002].

1-3-3) Assemblage des lipoprotéines

Afin d’étre libérés dans la circulation, les lipides non polaires ayant été resynthétisés
doivent étre incorporés dans les lipoprotéines, des particules de transport pouvant interagir
avec le milieu aqueux. L'intestin gréle a la capacité de sécréter la plupart des lipoprotéines :
les CM, les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) et les lipoprotéines de haute densité
(HDL). Toutefois, les CM sont les lipoprotéines majoritairement et exclusivement sécrétées
par les entérocytes, constituant ainsi les principaux véhicules des graisses alimentaires et
des vitamines liposolubles (10). Les CM sont principalement composés de TG (85-88%),
de PL (~ 8%) et de cholestérol (~ 5%) [Farquhar 1963] [Naim 1988] [Ahnen 1983]. Les
protéines associées aux CM nouvellement synthétisés par la cellule sont les

apolipoprotéines (Apo) B48, A-I, A-IV et C-III. Toutefois, c’est I'ApoB48 qui constitue la



protéine structurale des CM indispensable & son assemblage ainsi qu’a son exocytose

cellulaire [Veerkamp 1993].
e Synthése de ’ApoB

L’ApoB est une large glycoprotéine essentielle pour 1’assemblage et la sécrétion des
lipides dans le foie et I’intestin. Deux formes d’ApoB existent chez les mammiferes : 1)
I’ApoB100, une protéine de 4536 acides aminés qui, chez ’humain, est synthétisée
principalement dans le foie et 2) I’ApoB48, synthétisée exclusivement dans I’intestin gréle
et formée des 2152 résidus amino terminal de I’ApoB100 [Stahl 1999]. L’ ApoB48 est le
résultat d’une modification post-transcriptionnelle de I’ARNm qui s’effectue dans I’intestin
des mammiféres et qui est appelée “editing” de 1’ApoB. Un complexe enzymatique
incluant ’APOBEC-1 (ApoB mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-1) entraine la
désamination d’une cytidine spécifique (position 6666) formant ainsi une uridine et
entrainant, au codon 2153, la conversion d’une glutamine (CAA) en un codon stop (UAA)

d’ou la forme « tronquée » de I’ ApoB, soit 1’apo B-48.
e Lipidation de I’ApoB et Formation des chylomicrons

Lors de la formation des lipoprotéines, les TG positionnés sur la membrane externe
du RE sont internalisés et forment des gouttelettes lipidiques. Par un mécanisme encore
inconnu, les gouttelettes s’associent aux PL et aux Apo. Il est important de noter que les
lipides sont synthétisés dans le RE lisse, tandis que les Apo le sont dans le RE rugueux
[Ahnen 1983]. Le transfert des TG, des PL et du CE 4 I’ApoB48 nécessite 1’action de la
“Microsomal Triglyceride Transfer Protein” (MTP). La MTP est une protéine hétérodimére
composee d’une large sous-unité de 97 kDa, qui confére au complexe son activité de
transfert des lipides, et de la “Protein Disulfide Isomerase” (PDI), une enzyme
multifonctionnelle de 58 kDa nécessaire & la formation d’un complexe soluble et actif
[Naim 1988] [Alpers 2000]. Cette protéine soluble a été isolée initialement dans la lumiére
du microsome, mais est également retrouvée dans le RE. Elle posséde un site de liaison
pour les lipides neutres et 2 ou 3 sites pour les PL, ces sites ayant entre eux des propriétés
différentes pour le transport des PL [Atzel 1994]. Chez 1’animal, elle est majoritairement

exprimée dans P'intestin et 2 un moindre degré dans le foie [Lin 1994], ainsi que dans
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d’autres tissus (cceur, rein et testicule). Le long de lintestin, il existe un gradient
décroissant d’expression de la MTP avec dans le colon un niveau d’ARNm d’environ 5%
de celui retrouvé dans le duodénum. Le rdle de la MTP a été démontré au cours de la
premiere étape d’assemblage des chylomicrons et des VLDL. Elle est indispensable & la
formation de particules lipoprotéiques primordiales contenant 1’ApoB [Gordon 1994]. 1l
existe a I’extrémité N-terminale de 1’ApoB 2 domaines d’interaction avec la MTP. L’ApoB
doit étre lipidée en cours de synthése pour ne pas étre dégradée [Veerkamp 1993]. Cette
dégradation pouvant avoir lieu soit directement dans le RE, soit dans le protéasome
cytosolique via la voie de I’ubiquitine. La MTP assure ce rdle de lipidation, transférant les
lipides de la membrane du RE jusqu’a I’ApoB en cours de synthése. Apreés la lipidation de
I’ApoB, les autres Apo sont ajoutées & la surface des particules riches en TG qui sont

transportées jusqu’a I’appareil de Golgi.

Une fois la LP assemblée, sa sécrétion du RE vers I’appareil de Golgi, puis vers la
membrane baso-latérale, requiert I’intervention de protéines cargos. Le Coat Protein
complex II (COPII), en se polymérisant a la surface du RE, recrute certaines de ces
protéines cargos, entraine une déformation membranaire, puis la formation de vésicules
contenant les LP et son exportation vers le Golgi. La premiére étape d’assemblage de
COPII nécessite ’activation d’une protéine de la membrane du réticulum endoplasmique,

soit la Sarl- GTPase.

Des modifications importantes sont apportées aux pré-CM dans ’appareil de Golgi,
quoique leur déroulement ne soit pas encore bien défini. Lors de leur passage dans le Golgi,
la composition en PL des particules est modifiée et la glycosylation des Apo, entamée dans
le RE rugueux, est complétée, ce qui confere au CM sa maturité et permet son exocytose

[Ahnen 1983].

Afin d’étre sécrétés, les CM sont acheminés a travers le cytosol dans des vésicules
dérivées de 1’appareil de Golgi. Les vésicules golgiennes migrent vers la membrane
basolatérale et les lipoprotéines peuvent alors étre déchargées dans I’espace intracellulaire.
Elles sont ensuite déversées dans le canal chylifere, transportées dans la lymphe et

aboutissent dans la circulation sanguine ot les TG des CM subissent une hydrolyse. Les
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AG libérés lors de la lipolyse sont utilisés comme source d’énergie par le muscle et de

nombreux organes ou sont mis en réserve dans les tissus adipeux.
e Autres lipoprotéines intestinales

En période de jelne, I’entérocyte produit les VLDL intestinaux qui transportent
principalement des lipides endogénes provenant de la dégradation des cellules dans la
lumicre intestinale, de la bile et des AG dérivés du plasma et qui sont composés des mémes
apos que les CM [Naim 1988] [Veerkamp 1993]. Ainsi, ces lipoprotéines ont une
composition chimique et un catabolisme se rapprochant plus des CM que des VLDL

d’origine hépatique [Naim 1988].

En plus de la production de lipoprotéines riches en TG, ’intestin gréle a la capacité
de synthétiser de petites particules de haute densité (<1.21 g/ml) de forme discoidale. Leur
métabolisme est encore peu connu, mais elles sont considérées comme des HDL naissantes

et sont principalement composées de PL, de CE et des apos A-I et A-IV [Naim 1988].

1-4)  OBIJECTIFS

Le travail de ce doctorat porte sur I’absorption intestinale des lipides. Les objectifs
de cette these sont les suivants : i) faire une synthése des connaissances actuelles sur
Pabsorption intestinale des lipides; ii) aborder a la fois des techniques de recherche
fondamentale en lipidologie et réaliser des protocoles de recherche clinique sur des
pathologies qui comportent une malabsorption intestinale des lipides; iii) afin de
caractériser un aspect spécifique de chacune des 3 grandes étapes de 1’absorption
intestinale, c’est & dire 1’absorption au pdle apical, le transport entérocytaire et la sécrétion

au pdle basolatéral de I’entérocyte.

Pour I’absorption au pdle apical, nous avons choisi d’étudier la régulation de
I’expression du transporteur Scavenger Receptor Class B Type I (SR-BI) car il s’agit d’une
protéine impliquée dans 1’absorption du cholestérol dont le rdle et la régulation au niveau
entérocytaire demeurent mal compris. Pour le transport entérocytaire, nous avons recherché

existence d’anomalies intra cellulaires pouvant participer a la malabsorption des lipides
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présente au cours de la fibrose kystique (mucoviscidose), puisque certains patients
presentent une stéatorrhée persistante malgré la supplémentation en enzymes pancréatiques.
Enfin, pour la sécrétion au péle basolatéral, nous avons étudié une autre maladie génétique :
la rétention de chylomicrons puisqu’elle se caractérise par un défaut majeur de sécrétion
des lipoprotéines entérocytaires et qu’il s’agit d’une maladie orpheline peu étudiée jusqu'a

présent.

Figure 1 Travail de recherche en 3 volets
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3) Sécrétion
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2) Transport
transcellulaire

1) Entrée
pole apical
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anomalies
intraentérocytaires

Rétention Chylomicrons:
génotype/phénotype
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Légende : Etude d’un aspect spécifique pour chacune des trois étapes de 1’absorption intestinale des
lipides.
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II) POLE APICAL: ETUDE DE LA REGULATION DE L’ABSORPTION
INTESTINALE DU CHOLESTEROL DANS LE MODELE CELLLULAIRE
HUMAIN CACO2

2-1) INTRODUCTION

Jusqu’a récemment 1’absorption intestinale du cholestérol était considérée comme
résultant d’un phénomene de diffusion passive. Cependant, les arguments en faveur de
I’implication de protéines dans cette absorption apparaissent de plus en plus nombreux. Les
taux de diffusion du cholestérol ont été la plupart du temps mesurés dans des modéles
simplifiés comme les vésicules de membranes de bordure en brosse qui sont trés éloignées
de la complexité des entérocytes in vivo. La régulation des flux entrants et sortants est une
propriéte partagée par la trés grande majorité des molécules biologiques. Il parait trés peu
probable que le cholestérol fasse exception a cette régle, compte tenu de son importance
vitale pour le métabolisme cellulaire. De plus, le taux de diffusion rapide des lipides &
travers les membranes biologiques est peu compatible avec le métabolisme cellulaire qui
peut fluctuer grandement selon I’état dans lequel se trouve I’entérocyte (a jeun, en période
post prandiale, en phase d’agression virale ou inflammatoire...). A ces raisons d’ordre
général, s’ajoutent des arguments épidémiologiques et expérimentaux. La variabilité de
I’absorption intestinale du cholestérol permet de supposer qu’il existe des mécanismes de
régulation, et donc aussi probablement des transporteurs régulables. En effet, I’absorption
intestinale du cholestérol varie grandement selon les espéces ; ainsi parmi 7 souches de
souris testées, le coefficient d’absorption du cholestérol peut varier du simple au double (de
30% a presque 70%) [Schwartz 2001]. De plus, il existe une variabilité interindividuelle
importante ; chez I’homme, ’efficacité moyenne d’absorption du cholestérol est de 50%,
mais peut varier de 25% a 85% selon les individus [Miettinen 1990] [Sehayek 1998]
[Sudhop 2002]. L’origine ethnique influence aussi I’absorption intestinale du cholestérol :
les sujets américains d’origine africaine ont une absorption significativement plus efficace
que les caucasiens (63+12% vs 55+12%, p=0.027) [Bosler 1999]. D’autre part, 1’absorption
intestinale du cholestérol survient préférentiellement au niveau de I’intestin gréle proximal
et dans les entérocytes matures au sommet des villosités [Schwartz 1998]; cette

spécialisation implique I’existence de molécules particuliéres dans ces sites. Le traitement
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de vésicules formées a partir de membranes de bordure en brosse de lapin par des protéases
diminue 1’absorption du cholestérol par ces vésicules [Compassi 1995]. De plus, le
surnageant recueilli aprés cette protéolyse rend possible 1’échange de cholestérol entre
vésicules unilamellaires de phospholipides [Compassi 1995]. Ce résultat suggére donc
I’existence de protéines facilitatrices a la surface de la bordure en brosse. L’intestin absorbe
de manicre préférentielle le cholestérol comparativement aux phytostérols (coefficient
d’absorption moyen chez I’homme: 50% versus 5%) [Salen 1970] [Sylven 1969], ces
molécules étant pourtant structurellement trés proches. La perte de cette sélectivité
d’absorption provoque une maladie autosomique récessive : la sitostérolémie dont nous
reparlerons ultérieurement. Enfin pour conclure, 1’Ezétimibe est une molécule qui inhibe
specifiquement 1’absorption intestinale des stérols; elle n’agit pas a des doses
stoechiométriques (chaque molécule du composé L-166,143 bloque l’entrée de 500
molécules de cholestérol [Hernandez 2000]) et son action varie selon les espéces comme

résumeé dans le tableau ci-dessous.

Toutes ces raisons plaident donc pour un transport du cholestérol qui dépendrait, en

partie du moins, de protéines de transport.



15

Tableau I Variabilité selon les espéces du niveau de I'absorption intestinale du
cholestérol en réponse a I'Ezétimibe

{ Absorption
Espéce |Inhibiteur/dose mg/kg/j Régime intestinale Chol| Référence
(%)
. Sudhop
2 0,

[Humain Ezet /0.1 ? $55% 2002:106:1943
. Riche Chol o Salisbury
Singe SCH48461/ 3 (0.25% 1 70% 1995:115:45

Van Heek
1997.238/157
Rongeurs Ezet/ 1-10 ? 192-96%
Van Heek
2001;134:409
Riche Chol : Salisbury
Hamster SCH48461/ 10 (0.25%) 1 68% 1995:115:45
Riche Chol y Salisbury
Rat SCH48461/ 10 (0.25%) 195% 1995:115:45

2-2) PROTEINES MEMBRANAIRES CANDIDATES

Des protéines de la membrane apicale entérocytaire ayant une affinité élevée pour
les stérols et/ou les inhibiteurs de I’absorption du cholestérol [Compassi 1995] [Kramer
2003] ont été isolées mais pas toujours caractérisées, leur identification est un défi majeur

pour la compréhension des mécanismes de 1’absorption intestinale du cholestérol.

L’isolation et la purification des protéines libérées par protéolyse de vésicules de
membranes de bordure en brosse de lapin a permis d’isoler deux protéines principales ayant
des poids moléculaires de 57kDa et 96kDa [Compassi 1995]. Les anticorps générés a partir
de ces protéines sont capables d’inhiber partiellement ’absorption de cholestérol avec le
modele des vésicules. Par ailleurs, le marquage photoréactif de cholestérol et d’un dérivé de
I’Ezétimibe a permis d’isoler deux autres protéines de la bordure en brosse de lapin : une de
80kda située dans le gréle proximal qui fixe le cholestérol ou les phytostérols de maniére

compétitive, mais n’interagit pas avec I’Ezétimibe ni les sels biliaires ; ’autre de 145kDa
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qui n’a d’affinité que pour le dérivé de I’Ezétimibe et qui n’interagit pas avec les stérols ni
les sels biliaires [Kramer 2003]. Ces deux protéines sont intra membranaires et
monomeériques puisque résistantes aux différents traitements dénaturants testés. Un
analogue de I’Ezétimibe radioactif se fixe au sommet apical des villosités du gréle proximal
de hamster et bloque précocement I’absorption du cholestérol dés 1’étape d’absorption

[Detmers 2000].

Nous allons maintenant passer en revue les différentes protéines candidates pouvant
jouer un réle de transporteur intestinal du cholestérol, puis nous les comparerons a ces
protéines isolées a partir de la bordure en brosse qui ne sont pas encore complétement
caractérisées. Nous avons centré nos expériences sur le transporteur SR-BI pour des raisons

que nous détaillerons dans le chapitre suivant.

2-2-1) Scavenger receptor class B, type I (SR-BI)

SR-BI appartient a la famille des récepteurs scavenger (éboueurs ou nettoyeurs) de
la famille des protéines CD36. Sa principale fonction étudiée est celle de récepteur de
surface hépatocytaire capable non seulement de se lier aux lipoprotéines HDL, mais aussi
de promouvoir I’entrée de cholestérol ester vers la cellule ainsi que la sortie de cholestérol
libre vers les HDL. Il s’exprime majoritairement dans le foie et les organes stéroidiens,
mais on le retrouve aussi dans I’entérocyte que ce soit dans les cellules Caco2, chez
Panimal ou chez ’homme [Cai 2001] [Lobo 2001] [Levy 2003]. Sa distribution concorde
avec les sites préférentiels d’absorption des lipides: il est majoritairement présent dans
Iintestin gréle proximal, au sommet des villosités et au pdle apical des entérocytes [Levy
2003]. Cependant, chez la souris sa localisation entérocytaire varie selon le segment
d’intestin gréle étudié : dans le duodénum il est majoritaire au pdle apical, dans le jéjunum
il est en quantité égale aux deux podles cellulaires, alors que dans I’iléon il est faiblement
exprimé en apical comme en basolatéral [Cai 2001]. De plus chez le cochon, la prise
alimentaire de lipides induit une endocytose de SR-BI depuis le pdle apical de la bordure en
brosse vers des gouttelettes lipidiques intra-cytoplasmiques liées & la clathrine [Hansen
2003] et non pas & la cavéoline comme c’est le cas dans I’hépatocyte [Malerod 2002],

démontrant ainsi que le fonctionnement de SR-BI est tissu dépendant.
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SR-BI est capable de lier non seulement les lipoprotéines (HDL, LDL et VLDL
natifs ou modifiées), mais aussi des molécules trés différentes entre elles dont plusieurs se
retrouvent dans la lumiére intestinale comme le cholestérol, les oxystérols, les
phospholipides anioniques, les acides biliaires ou les cellules apoptotiques [Rigotti
1995][Murao 1997] [Jian 1998]. Rappelons que la muqueuse intestinale présente un taux
élevé de renouvellement cellulaire qui implique des processus d’apoptose et de

desquamation importants.

Son roéle précis dans 1’absorption intestinale du cholestérol reste débattu. Les
premiéres études faites sur des vésicules de bordure en brosse d’intestin gréle proximal de
lapin démontrent que SR-BI facilite 1’absorption du cholestérol [Hauser 1998]. Des
résultats récents vont également dans ce sens : si des cellules n’exprimant pas SR-BI et
absorbant peu le cholestérol (cellules rénales) sont transfectées avec le gene humain de SR-
BI, alors elles acquiérent les caractéristiques d’absorption de I’entérocyte [Van Bennekum
2005]. Ces résultats sont confirmés par les travaux de notre laboratoire : la suppression
moléculaire ou biochimique de SR-BI au niveau entérocytaire diminue la captation du
cholestérol libre, que ce soit par transfection de cellules Caco2 avec son c-DNA antisens,
par ’ajout d’anticorps anti-SR-BI ou par sa neutralisation par de I’apo-Al purifiée ou
complexée & des HDL [Levy 2003] [Hauser 1998] [Werder 2001]. Ces résultats s’opposent
a ceux d’une autre équipe qui retrouvent une absorption par les cellules Caco2 uniquement
a partir de micelles sur-saturés en cholestérol (1.5mmol/L), cette incubation
s’accompagnant d’une baisse du niveau de SR-BI ; alors que des micelles sans cholestérol
entrainent un efflux de cholestérol depuis I’entérocyte et une augmentation d’expression de
SR-BI. De plus, I’incubation des entérocytes avec des anticorps bloquants ou de courts
RNA inhibiteurs spécifiques de SR-BI, entraine une augmentation de cette protéine [Cai
2004]. La conclusion des auteurs est que SR-BI ne jouerait pas de réle direct dans
’absorption intestinale du cholestérol mais plutét dans I’efflux de cholestérol vers la
lumiere. Il semble difficile de concilier les études de Levy et Cai qui utilisent le méme
modele cellulaire et des méthodologies proches (inactivation pré et post traductionnelle de
SR-BI). Cependant, la différence de concentration entre les micelles utilisées dans les deux

¢tudes (cf tableau ci-dessous) pourrait interférer avec 1’absorption du cholestérol.
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Tableau II Composition des micelles utilisées par Levy et Cai dans leurs
publications

Cholestérol Taurocholate Acide gras Phosphatidylcholine

Levy 2004 0.1 mmol/L 6.6 mmol/L Acide oléique 0.6 mmol/L
1 mmol/L
Cai 2004 0,05,1.5 9.7 mmol/L aucun 6.5 mmol/L
mmol/L

En effet, les phospholipides peuvent se lier a BI et étre ainsi absorbés [Hauser
1998]. De plus, la sphingomyéline peut diminuer 1’absorption entérocytaire du cholestérol
[Nyberg 2000] [Eckhardt 2002] [Noh 2004]. Donc, la concentration élevée de
phosphatidylcholine dans les micelles de Cai pourrait géner 1’absorption du cholestérol par
SR-BI. De plus, il existe aussi un phénomene de diffusion passive qui permet a ’entérocyte
de capter le cholestérol présent dans la lumiére intestinale selon un gradient de
concentration. Ainsi, la sur-saturation des micelles a 1.5 mmol/L est susceptible de

favoriser I’entrée du cholestérol dans I’entérocyte méme si SR-BI n’est plus fonctionnel.

L’invalidation du géne de SR-BI induit une athérosclérose sévere chez la souris
[Rigotti 1997]. Au niveau digestif, cette invalidation diminue la sécrétion biliaire de
cholestérol, réduit le cholestérol intraentérocytaire [Trigatti 1999], mais ne modifie pas
P’absorption intestinale du cholestérol [Altmann 2002] [Wang 2002], ou méme I’augmente
significativement [Mardones 2001]. Par contre, la surexpression de SR-BI spécifiquement

au niveau intestinal augmente 1’absorption du cholestérol [Bietrix 2006].
e Conclusion

Ces résultats suggérent que 1) SR-BI est impliqué dans I’absorption intestinale du
cholestérol mais que son expression n’est pas indispensable a ce processus ; il participerait
a 25% de I’absorption du cholestérol par I’intestin gréle [Werder 2001] ; ii) il pourrait jouer
des roles différents selon les segments intestinaux : captation du cholestérol intestinal par
I'intestin proximal mais influx a partir des lipoprotéines par I’intestin gréle distal ; iii) SR-
BI pourrait étre aussi impliqué dans 1’efflux de cholestérol vers la lumiére intestinale ; iiii)
les constituants de la bile, dont le cholestérol biliaire, seraient de puissants régulateurs de

son expression entérocytaire tant au niveau transcriptionnel que post transcriptionnel.
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Enfin, les données contradictoires entre les études sur le role précis de SR-BI pourraient
indiquer qu’il joue plusieurs rdles dans 1’absorption intestinale du cholestérol ou que sa
régulation varie selon les conditions expérimentales. Ceci explique probablement I’absence
de revue de littérature faite spécifiquement sur le réle de SR-BI dans I’absorption

intestinale du cholestérol malgré 1’existence de plus d’une dizaine d’articles sur le sujet.

2-2-2) CD36

CD36 partage 30% d’homologie avec SR-BI. Il est retrouvé dans le tractus digestif
humain au niveau du pole apical des entérocytes du duodénum et du jéjunum. Cependant,
contrairement a SR-BI, il n’est pas détecté dans I’iléon et le cdlon [Lobo 2001]; ce qui
explique son absence dans les cultures Caco2 qui dérivent d’une lignée cellulaire de
carcinome colique. Il partage plusieurs ligands communs avec SR-BI dont les LDL
oxydées, les phospholipides anioniques et les cellules apoptotiques [Acton 1994]. Le rdle
de CD36 dans I’absorption intestinale du cholestérol reste incertain. Ce transporteur
semblerait plutét jouer un réle dans I’absorption intestinale des acides gras. En effet, les
souris CD36(-/-) ont une absorption intestinale de cholestérol comparable a celle des souris
contréles [Goudriaan 2002], mais la sécrétion des chylomicrons est perturbée de méme que
la clearance plasmatique de ces lipoprotéines, ce qui renforce I’idée d’une implication de
CD36 préférentiellement dans le métabolisme des acides gras [Drover 2005]. Pourtant, une
étude récente indique que, comme pour SR-BI, des cellules n’exprimant pas normalement
CD36 (cellules rénales COS-7) sont capables aprés transfection du géne humain de ce
transporteur d’absorber le cholestérol libre et le cholestérol esterifiée avec la méme
efficacité que des entérocytes ou des vésicules de membrane de bordure en brosse, de plus
cet effet positif est annulé par I’Ezétimibe [Van Bennekum 2005]. Ces résultats suggérent
donc que CD36, comme SR-BI, est capable par lui-méme de faciliter 1’absorption
intestinale du cholestérol, pouvant étre responsable jusqu’a 30% de cette absorption

[Werder 2001], mais que sa présence n’est pas obligatoire.
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2-2-3) ATP binding cassette class A type 1 (ABCA1)

ABCALI appartient a la famille des ATP binding cassette qui regroupe plusieurs
dizaines de protéines transmembranaires impliquées dans le transport de plusieurs types de
lipides comme les stérols, les phospholipides et les acides biliaires [Dean 2001] [Schmitz
2000]. Sa mutation est responsable de la maladie de Tangier qui se caractérise par

I’altération du métabolisme des HDL et la survenue précoce d’une athériosclérose.

Dans le tractus digestif, les niveaux d’ARNm et de protéines sont plus élevés dans
I’estomac et le petit intestin [Wellington 2002]. Au niveau cellulaire, I’ARNm est retrouvé
surtout dans les cryptes alors que la protéine est présente tout le long de la villosité
[Wellington 2002], démontrant ainsi que ce transporteur est stable tout au long du cycle

cellulaire de I’entérocyte.

Le réle hypothétique d’ABCA1 dans I’entérocyte pourrait étre de favoriser 1’efflux
du cholestérol soit vers la lumiére intestinale, soit par le pdle basolatéral vers les
lipoprotéines circulantes, ou éventuellement les deux a la fois. Les conséquences de
I'invalidation d’ABCA1 sur I’absorption intestinale du cholestérol sont trés variables selon
les études : diminution pour certains auteurs avec une amplitude qui varie selon les espéces
(-13% chez la souris contre -80% chez le poulet) [Drobnik 2001]; augmentation pour
d’autres de 10% a 30% selon le type de diéte [McNeish 2000] ; enfin, aucune variation de
’absorption intestinale n’est notée ni chez les sujets avec maladie de Tangier, ni chez une
espece animale porteuse naturellement d’une mutation du géne d’ABCA1 (poulet)
[Mulligan 2003]. L’implication de ABCA1 dans I’efflux de cholestérol au pdle basolatéral
est suggérée par : i) ’augmentation d’expression de ABCA1 au pdle basolatéral des Caco2
apres stimulation par LXR/RXR [Ohama 2002], ii) I’augmentation de D’efflux de
cholestérol par ce p6le [Murthy 2002], et enfin iii) par I’utilisation d’un modéle animal de
la maladie de Tangier (le poulet WHAM [Attie 2002]) qui absorbe normalement le
cholestérol marqué, mais accumule du cholestérol estérifié dans son intestin et fait chuter

de 80% la sécrétion de cholestérol dans la circulation systémique [Mulligan 2003].

Par conséquent, ABCA1 semble responsable d’efflux de cholestérol au pdle
basolateral de I’entérocyte ; sa capacité a rejeter du cholestérol vers la lumiére intestinale

reste a confirmer.
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2-2-4) ABCGS et ABCGS

Ces deux autres transporteurs ont été découverts récemment [Berge 2000] [Lee
2001]. Leur structure est semblable a celle des autres ABC transporteurs, mais leurs
expressions respectives semblent étroitement coordonnées. En effet, les deux génes sont
orientés téte-béche et séparés par le méme promoteur [Remaley 2002]. De plus, certains
facteurs de transcription sont communs a ces deux transporteurs, tels que LXR ou LHR-1
[Repa 2002] [Freeman 2004]. Enfin, leur co-expression est indispensable pour leur
transport vers la surface apicale des hépatocytes sous forme d’hétérodimére [Graf 2003].
Cependant, I’invalidation d’ABCG8 seulement n’empéche pas la présence d’ABCGS5 au
péle apical de ’entérocyte [Klett 2004]. La distribution de leur expression est identique
selon les tissus de I’organisme [Remaley 2002]. Néanmoins, au niveau cellulaire, ils ne sont
pas completement contigus. Ainsi, dans des lipides d’intestin humain ABCGS5 et ABCG8
sont détectés a la surface apicale des entérocytes. Cependant, au niveau cellulaire, la
distribution d’ABCGS5 apparait plus diffuse, alors qu’ABCGS8 est exprimé presque
exclusivement au pdle apical de I’entérocyte [Klett 2004]. L’enrichissement en cholestérol

de ’alimentation augmente 1’expression intestinale de ces deux protéines [Berge 2000].

Les vanations polymorphiques des génes d’ABCGS et d’ABCGS8 peuvent
influencer D’efficacité de 1’absorption intestinale du cholestérol [Gylling 2004] [Miwa
2005]. De plus, la mutation de I’un de ces deux géne suffit pour provoquer chez I’homme
une maladie autosomique récessive grave : la sitostérolémie (MIM 210250) [Berge 2000]
[Lee 2001] [Lu 2001]. Cette maladie se caractérise par une augmentation importante de
’absorption intestinale des phytostérols principalement, mais aussi du cholestérol, associée
a une diminution de sécrétion biliaire de ces stérols [Lutjohann 1995]. Cependant, chez
certains patients, 1’absorption intestinale est normale. Aucune tentative de corrélation
génotype / phénotype pour la capacité absorptive intestinale n’a été faite 4 notre
connaissance. L’augmentation des taux de phytostérols et de cholestérol entraine une
athérosclérose précoce. L’invalidation des génes de ces transporteurs est responsable des
mémes anomalies chez la souris, bien que les taux d’absorption intestinale soit assez peu
perturbés [Yu 2002] [Plosch 2004] [Yu 2004]. Par contre, leur surexpression diminue

I’absorption intestinale du cholestérol de moitié [Yu 2002]. L’influence de ces
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modifications génétiques sur I’absorption intestinale du cholestérol est résumée dans le

tableau ci-dessous.

Tableau III Variations de I'absorption du cholestérol en fonction des modifications

des geénes d'ABCGS et ABCGS
Type de modification Variation de I’absorption intestinale du cholestérol
génétique
ABCGS ABCGS8
Animal Non évalué
Invalidation [Plosch 2004] [Klett 2004]
(ABCGS + G8)
[Yu 2002]; [Yu 2003]
*50%
Surexpression (ABCGS + G8)
[Yu 2002]
Humain tou— You-
Mutation (sitostérolémie)
- VDI19H ; T400K
Polymorphismes [Miwa 2005] [Gylling 2004]
[Miwa 2005]
T M429V
[Miwa 2005]

Soulignons que si ABCG5 et ABCGS sont capables d’exporter les stérols vers la
lumiére intestinale lorsqu’ils coopérent sous forme d’hétérodimére, chacune de ces
protéines pourrait aussi jouer d’autres roles individuellement au niveau de I’intestin. En
effet, dans le foie de souris, les invalidations d’ABCGS5 ou d’ABCG8 seulement, ou des
deux ensemble, induisent chacune des modifications particuliéres dans la composition

biliaire [Plosch 2004] [Klett 2004]. D’autre part, la compartimentation différente de ces



23

deux protéines dans I’entérocyte et la possibilité pour ABCGS5 d’étre transportée au pdle
apical entérocytaire malgré I’invalidation d’ABCGS sont des arguments en faveur de

I’existence d’autres fonctions [Klett 2004].

En conclusion, bien que ABCGS5 et ABCG8 soient essentielles pour réguler 1’efflux
des phytostérols vers la lumiére intestinale, et qu’ils jouent probablement un réle aussi dans
Iefflux du cholestérol, ils ne semblent pas indispensables au contrdle de 1’absorption

intestinale du cholestérol dans les conditions physiologiques.

2-2-5) Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1)

L’identification de NPCIL1 a été possible grice a son rdle dans 1’absorption
intestinale du cholestérol [Altmann 2004] [Davis 2004]. Cette protéine partage 50%
d’homologie avec la protéine Niemann-Pick C1 (NPC1) dont la mutation est responsable de
la maladie de Niemann-Pick. Cette maladie autosomique récessive se caractérise par des
anomalies du trafic intracellulaire du cholestérol provoquant son accumulation dans les

lysosomes mais 1’absorption intestinale du cholestérol est normale chez ces patients.

NPCILI est surtout exprimé dans [Iintestin. Son expression diminue
progressivement depuis I’intestin gréle proximal jusqu’a I’iléon. Au niveau entérocytaire,
ce transporteur est localisé au pdle apical [Altmann 2004]. C’est une protéine de 165kDa

richement glycosylée dont le poids moléculaire chute a 140kDa une fois déglycosylée.

L’invalidation du géne de NPCIL1 chez la souris diminue dramatiquement
’absorption intestinale du cholestérol (jusqu’a 70%) [Altmann 2004]. Le mécanisme exact
par lequel NPC1L1 favorise 1’entrée du cholestérol dans I’entérocyte demeure inconnu.
Cependant, il est démontré que ce mécanisme emprunte la voie de I’Ezétimibe, une
molécule capable de diminuer également de 70% 1’absorption intestinale du cholestérol. En
effet, ’Ezétimibe n’entraine pas de diminution supplémentaire de [’absorption du
cholestérol chez la souris NPCILI (-/-). Bien que plusieurs données suggérent que
’Ezétimibe se fixe & NPCILI [Garcia-Calvo 2005], aucune liaison directe n’a pu étre

formellement démontrée jusqu’a présent. Cependant, comme nous I’avons déja mentionné,
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une protéine de 145kDa fixant spécifiquement I’Ezétimibe (145kDa) a été isolée de la
bordure en brosse [Kramer 2000] [Kramer 2003].

En conclusion, si I'importance de NPCIL1 dans I’absorption intestinale du
cholestérol est clairement établie, son mécanisme d’action précis demeure incompris. Un
r6le indirect via le contréle du transport intraentérocytaire du cholestérol absorbé peut étre
proposé. En effet, nous avons déja souligné I’homologie qui existe entre cette protéine et
NPC1, ou encore avec d’autres protéines impliquées dans le trafic vésiculaire intracellulaire
et qui contiennent un sterol-sensing domaine comme HMG CoA-R et SREBP cleavage
activating protein (SCAP) dont nous parlerons plus loin [Ko 2001] [Nohturfft 2000] [Strutt
2001].

2-2-6) CDI13

Récemment, la protéine cible de I’Ezétimibe aurait été caractérisée au niveau de la
bordure en brosse : I’'aminopeptidase N, aussi appelée antigéne CD13 [Kramer 2005]. Sa
spécificité de liaison pour I’Ezétimibe avait déja été documentée par cette méme équipe,
sans qu’il soit alors possible de caractériser cette protéine de 145kDa [Kramer 2000]
[Thiele 2000] [Kramer 2003]. Le CD13 est une exopeptidase fixée a la surface externe des
cellules, grace a un domaine transmembranaire et une courte séquence N terminale intra
cytoplasmique. La molécule monomérique glycosylée a un poids moléculaire de 160kDa,
elle se retrouve au niveau membranaire le plus souvent sous forme d’homodimeére, cette
dimérisation ayant lieu dans le réticulum endoplasmique avant son exportation a 1’appareil
de Golgi pour y subir les derniéres glycosylations. Sa distribution est assez large dans
I’organisme avec cependant une localisation préférentielle dans les bordures en brosses
(intestin, rein, placenta) et la membrane cellulaire des différents leucocytes. Elle joue de
multiples fonctions : dégradation des peptides et internalisation des acides aminés au niveau
de la bordure en brosse ; clivage de peptides circulants (neuropeptides) pour les activer ou
les inactiver ; contréle de la croissance et de la différenciation cellulaire; ou encore
participation a la transduction de signaux cellulaires [Riemann 1999]. Son réle dans
I’absorption intestinale du cholestérol reste encore énigmatique. On peut toutefois faire un

rapprochement avec son implication dans le phénoméne d’endocytose de certains virus
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[Yeager 1992] [Delmas 1992] [Soderberg 1993]. En effet, le coronavirus peut se fixer
directement au CD13, provoquant alors un recrutement d’autres molécules CD13 . Cet
enrichissement membranaire localisé est associé a une augmentation du taux d’endocytose
des particules virales possiblement via la caveoline 1 et ’activation de filaments d’actine
[Nomura 2004]. L’appauvrissement en cholestérol de la membrane cellulaire n’inhibe pas
la fixation du virus mais bloque I’endocytose, permettant de supposer que les rafts
(microdomaines membranaires) jouent un réle important dans le fonctionnement de CD13
[Nomura 2004] [Navarrette 2000]. En effet, CD13 est préférentiellement localisé au niveau
des rafts dans différents types tissulaires comme la bordure en brosse, ou les synoviocytes
[Nomura 2004] [Riemann 2001]. De plus, au niveau ultrastructural, CD13 est retrouvée
associé aux cavéoles dont I'implication dans I’absorption du cholestérol est bien démontrée
dans certains tissus. C’est pourquoi nous aborderons au chapitre 2-4-2) le rdle que pourrait
jouer le complexe Cavéoline 1-Annexine 2 dans I’inhibition de I’absorption du cholestérol.
Enfin, comme pour NPCILI, la localisation cellulaire de CD13 dépend du pool
intracellulaire de cholestérol : lors d’une déplétion en cholestérol par la cyclodextrine,
I’expression du récepteur CD13 augmente a la surface de la cellule, alors qu’il est
majoritairement présent dans les compartiments intracellulaires quand la cellule est riche en

cholestérol [Hansen 2003-b] [Danielsen 2003].

En conclusion, le CD13 pourrait étre un intermédiaire important entre I’Ezétimibe et
le transporteur NPCI1L1. Cependant, les mécanismes impliqués sont actuellement
incompris et nécessitent des travaux de recherche complémentaires. On peut s’étonner de
I’absence de publication sur ce sujet depuis plus d’une année laissant supposer que les
mécanismes sont particuliérement complexes ou que 1’implication effective de CDI13

comme récepteur a I’Ezétimibe est douteuse.
e Conclusion

Certains transporteurs candidats, comme SR-BI ou CD36, sont capables de faciliter
’absorption entérocytaire du cholestérol dans des modeles cellulaires. Cependant, leur
invalidation génique n’entraine aucune modification de I’absorption intestinale. D’autres,
comme ABCAI, ABCGS et ABCGS, sont impliqués dans des maladies génétiques ou

existe une altération de I’absorption intestinale du cholestérol. Pourtant, leur invalidation ne
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compromet pas non plus cette fonction dans les modéles animaux. Ces discordances
peuvent refléter la complexité des mécanismes qui régulent 1’absorption intestinale du
cholestérol, la baisse d’un transporteur pouvant &tre totalement compensée par
I’augmentation d’un autre ou par la mise en place de mécanismes compensateurs dans la
cellule elle-méme (synthése du cholestérol) ou dans les autres organes (synthése et
sécrétion biliaire par exemple). Nous aborderons cette question dans le prochain

paragraphe.

Parmi ces protéines candidates que nous venons de décrire, seule NPC1L1 et CD13
possedent des caractéristiques proches de celles des protéines isolées & partir des
membranes de bordure en brosse (cf paragraphe 1-2) : poids moléculaires proches, protéine
pouvant €tre monomérique. Cependant, la liaison directe de I’'Ezétimibe au NPC1L1 (forme
longue) n’a pas pu étre démontrée et il n’y a pas eu d’autres publications confirmant la
liaison de CD13 avec I’Ezétimibe depuis plus d’une année. Il s’agit donc d’un champ
d’exploration essentiel pour permettre d’avancer dans la compréhension des mécanismes

d’action de I’Ezétimibe.

2-3)  VOIES DE REGULATION DE CES TRANSPORTEURS AU NIVEAU ENTEROCYTAIRE

2-3-1) Différentes voies impliquées
e Sterol regulatory element binding proteins (SREBP)

Les SREBP sont des protéines retrouvées sur la membrane de nombreuses cellules
dont I’entérocyte humain [During 2005]. Il existe trois SREBP différentes : d’une part
SREBP-1a et 1c, des isoformes issus du méme géne, et d’autre part SREBP-2 produit par
un gene différent [Hua 1993] [Yokoyama 1993]. Ces protéines agissent comme facteurs de
transcription capables d’activer plus d’une trentaine de génes impliqués dans le

meétabolisme du cholestérol et des lipides (cf tableau ci-dessous).
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Tableau IV Principaux génes impliqués dans le métabolisme du cholestérol et activés
par SREBP

Gene transactivé par SREBP Effet métabolique obtenu

ATP citrate lyase * synthése du chol
Acetoacetyl CoA thiolasa

HMG CoA Synthase

HMG CoA Reductase

Mevalonate kinase

Phosphomevalonate kinase

Mevalonate PP decarboxylase
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase
IPP isomerase

Farnesyl diphosphate synthase
Squaléne synthase

CYP 51

Lanosterol synthase

7 dehydrocholesterol reductase

Récepteur LDL T absorption du cholestérol

L’activation de SREBP est résumée dans la figure ci-dessous. SREBP est
synthétisée sous forme d’un précurseur associ¢ a la membrane du réticulum endoplasmique
et du noyau, ou elle est liée & une protéine qui lui sert de « sensor » et de chaperonne pour
son activation : la SREBP cleavage activating proteine (SCAP). Cette protéine peut étre
activée par les stérols puisqu’elle comporte un sterol sensory domaine (SSD). En présence
d’une concentration élevée de stérol, cet hétérodimeére reste prisonnier du réticulum ; mais
lorsque la concentration baisse, la SCAP accompagne la SREBP vers 1’appareil de Golgi
pour y subir une protéolyse activatrice. La forme mature alors obtenue (nuclear SREBP ou
nSREBP) est transloquée dans le noyau pour se fixer au sterol reponse element (SRE) situé
dans les régions promotrices des génes cibles. nSREBP ne peut influencer 1’expression
génique qu’en présence de cofacteurs transcriptionnels. Il est important de noter que la
protéolyse activatrice peut étre régulée différemment selon le type de SREBP. Ainsi dans le
foie, les statines réduisent 1’activation des SREBP-1 mais augmentent celle de SREBP-2.
[Sheng 1995]. De méme, les acides gras polyinsaturés inhibent I’activation de SREBP-1
mais n’ont pas d’effet sur SREBP-2 [Yahagi 1999].
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Figure 2 Mécanisme d'activation de SREBP

Baisse du
ENTEROCYTE cholestérol

Legende : Lorsque la quantité de cholestérol diminue dans la cellule, le SCAP transporte le
SREBP depuis le RE jusqu’au Golgi, deux protéases vont agir succesivement pour séparer
le SREBP du SCAP, puis le domaine N terminal de SREBP, aussi appelé nSREBP nuclear
SREBP (nSREBP), qui va alors pouvoir entrer dans le noyau, se lier au « sterol response
element » (SRE) dans la région promotrice des génes cibles et activer leur transcription.

SREBP contréle les voies métaboliques de la synthése du cholestérol, des acides
gras, des triglycérides, des phospholipides et de la lipogénése. I module 1’absorption
cellulaire du cholestérol, notamment en favorisant la transcription du géne du récepteur des
LDL. Ce demnier est présent au pdle basolatéral des entérocytes humains et dans les Caco2
et ses niveaux d’ARNm sont comparables dans ces deux types de cellules intestinales
[Sviridov 2003]. Au niveau intestinal, SREBP-1a ne jouerait qu’un role trés accessoire dans
le contréle du métabolisme du cholestérol [Field 2001]; SREBP-1c contrdlerait plutét la
synthese des acides gras alors que SREBP-2 serait impliqué plus particuliérement dans la
synthese du cholestérol [Brown 1997]. Ainsi dans le foie, la surexpression de SREBP-2

induit Pexpression de toutes les enzymes impliquées dans la synthése du cholestérol,
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notamment de 'HMGCoA-R [Sakakura 2001] [Horton 1998]. Inversement, I’invalidation
dirigée qui permet de supprimer I’expression de SREBP-1 et 2 uniquement a 1’age adulte
(I’invalidation compléte de SREBP-2 est létale), entraine une baisse de 70 3 80% du
cholestérol et des acides gras dans le foie de ces souris [Horton 2002]. Il est donc logique
que dans D’intestin gréle le SREBP-2 soit exprimé majoritairement 13 ol les apports en
cholestérol sont les plus faibles : i) dans I’iléon ou I’absorption du cholestérol est limitée
[Sylven 1970] ; ii) dans les cellules cryptiques puisque 1’absorption a lien au sommet des
villosités tandis que les cellules prolifératives de la crypte ont des besoins élevés en
cholestérol pour I’élaboration des membranes [Field 2001]. Dans I’intestin humain, le
niveau d’expression du géne de SREBP-1 semble plus élevé que celui de SREBP-2. Cette
prédominance de SREBP-1 est retrouvée aussi chez le hamster ot de plus la forme SREBP-
lc est 3 a 4 fois plus importante que la SREBP-1a [During 2005] [Field 2001]. Enfin, la
quantit¢ d’ARNm de SREBP-2 est inversement corrélée a la quantité de cholestérol absorbé
par Pentérocyte, I'influx de cholestérol diminuant la transcription du géne de SREBP-2
[Field 2001]. Le promoteur du gene de SREBP-2 comporte bien un « sterol response
element » expliquant cette régulation [Sato 1996]. De maniére surprenante, la méme équipe
rapporte qu’une dicte enrichie en cholestérol ne diminue que faiblement la quantité de
SREBP-2 dans I’intestin de hamster. La raison de cette absence d’inhibition n’est pas

clairement expliquée [Field 2001].

En conclusion, une carence de cholestérol est susceptible non seulement
d’augmenter 1’expression de SREBP-2 (régulation transcriptionnelle) mais aussi de
promouvoir la protéolyse activatrice (régulation post transcriptionnelle) comme nous
’avons décrit précédemment. Par contre, un excés d’apport ne diminue que peu son ARNm
sans que cela soit encore bien expliqué. D’autre part, SREBP-1a et l1c ne semblent pas

contrdler la synthése du cholestérol.
e Retinoic R receptor (RXR)

Le principal ligand de RXR est I’acide rétinoique tout-trans. Ce récepteur nucléaire
est le ligand obligatoire de tous les autres membres de la super famille des récepteurs
nucléaires dits orphelins. Les trois formes (RXRa, B et ) sont transcrits dans 1I’entérocyte

humain avec des taux assez comparables entre eux [During 2005].
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e Liver X receptor (LXR)

On dénombre actuellement deux formes de LXR : LXRa abondamment présent
dans I'intestin [Willy 1995], et LXRB qui a une répartition plus ubiquitaire [Repa 2000].
Ces facteurs de transcription sont déja attachés a I’ADN au niveau de ’élément de réponse
(LXR element response) situé dans le promoteur des génes cibles ; ils existent sous forme
d’héterodimere RXR. De plus, ils sont inactivés par la présence de cofacteurs répresseurs.
La liaison de leur ligand (ou de celui de RXR) va détacher les corépresseurs, activer LXR
et entrainer la lecture du géne régulé. Dans I’intestin humain, les niveaux d’ARNm de RXR
sont relativement élevés. Les activateurs les plus puissants de LXR sont des molécules
produites au cours du métabolisme du cholestérol, comme les oxystérols. Par contre, le
cholestérol libre ou estérifié ne peut pas se lier directement & LXR. Enfin, les phytostérols

sont également des ligands activateurs de LXR [Quinet 2004] [Kaneko 2003].

Les genes impliqués dans le métabolisme du cholestérol qui sont transactivés par

LXR lors d’augmentation du cholestérol sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau V Génes transactivés par LXR et impliqués dans le métabolisme du

cholestérol
Voie métabolique impliquée  Géne transactivé par LXR Effet métabolique obtenu
Transport des stérols ABCALI Efflux chol en basolatéral
(HDL) + vers lumiére
ABCGI ‘17ntest1nale
ABCGS5/GS8 ' )
Efflux chol vers lumiere
intestinale
Métabolisme des ApoAl Sécrétion chol via HDL
lipoprotéines ApoE Captation lipoprotéines
CETP Transfert chol ester - HDL
PLTP Transfert chol ester - HDL
Dégradation des stérols 7ochydroxylase Elimination chol via bile
Régulation synthese stérols XXX Synthése AG —»

estérification CL sous forme
CE
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Ainsi LXR protege la cellule intestinale de la toxicité d’un excés de cholestérol libre
en favorisant sa sortie, sa dégradation ou sa transformation en cholestérol ester. Les ligands
de LXR ou de RXR diminuent I’absorption intestinale du cholestérol chez la souris ; cet
effet est annulé par la double invalidation de LXRax et LXRS [Repa 2000], ce qui permet de
penser que parmi leurs génes cibles existent des acteurs essentiels a 1’absorption du
cholestérol. Il est démontré que I’effet de LXR sur I’absorption du cholestérol ne dépend
pas directement (ou exclusivement) d’ABCA1 [Freeman 2004] puisque les animaux ayant
une protéine ABCAl mutée non fonctionnelle absorbent normalement en apical le
cholestérol et que ’administration d’un agoniste de LXR diminue I’absorption intestinale
du cholestérol de maniére identique chez les animaux avec ou sans mutation d’ABCA 1. Par
contre, les transporteurs ABCG5-G8 semblent directement impliqués dans [Peffet
facilitateur de LXR sur I’absorption intestinale du cholestérol comme nous 1’avons évoqué

au paragraphe relativement a ces deux transporteurs.

Les agonistes de LXR ont été testés dans le but de réduire 1’absorption intestinale du
cholestérol, mais ils provoquent aussi une stéatose hépatique par induction de la synthése
des TG, ce qui constitue un obstacle majeur a leur utilisation. C’est pour contrer ce
probléme qu’ont été développés récemment des agonistes LXR spécifiques pour les

transporteurs ABC intestinaux [Kaneko 2003] [Quinet 2004].
e Peroxysome proliferators-activating factor (PPAR)

Trois types de PPAR sont connus actuellement : PPARx est la forme la plus

abondante dans ’intestin alors que PPARS a une répartition ubiquitaire [Pineda torra 1999].

Les PPAR sont activables par les acides gras selon un mécanisme résumé dans la
figure ci-dessous. Les PPAR sont surtout considérés comme des facteurs régulant le
métabolisme des acides gras: PPARa induisant leur catabolisme, PPARYy favorisant
’adipogénése alors que le rdle de PPARGS est moins bien connu. Pourtant, leur implication
également dans le métabolisme du cholestérol apparait de plus en plus clair : les fibrates,
des médicaments hypocholestérolémiant et des agonistes de PPARe, diminuent
’absorption intestinale du cholestérol chez le rat [Umeda 2001]. L’invalidation du géne de

PPARa perturbe la régulation de plusieurs génes impliqués dans la synthése du cholestérol
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[Patel 2001]. Enfin, PPAR module I’expression de RXR et de SREBP dont nous avons

précisé I’implication dans le métabolisme du cholestérol.

Figure 3 Mécanisme d'activation de PPAR

ENTEROCYTE

Légende : Le ligand (acide gras par exemple) se lie au PPAR, 1’activant. La forme activée
de PPAR s’associe 4 RXR pour former un hétérodimére capable de se lier au PPAR
Response Element (PPRE) du promoteur des génes cibles pour activer leur transcription.

e Perspectives pour les facteurs de transcription :

Parmi les autres facteurs de transcription qui pourraient jouer un rdle dans
I’absorption intestinale du cholestérol, nous pouvons citer le « liver receptor homologue 1 »

(LRH-1) et le « farnesoid X receptor » (FXR).

LRH-1 a été initialement décrit dans le foie ou il régule la synthése des acides
biliaires, cependant il est aussi présent dans les cellules Caco2 [Freeman 2004]. LRH-1 est

capable de réguler I’expression de SR-BI dans le foie [Malerod 2005] ; aucune domnée
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précise n’existe actuellement pour I’entérocyte. Ce champ d’étude mériterait siirement

d’étre exploré davantage.

FXR est présent en grande quantité dans 1’entérocyte [Forman 1995]. Il peut former
un hétérodimere avec RXR qui vient activer les génes dont le promoteur contient soit un
«FXR response element », soit un « bile acid response element ». En effet, FXR semble
surtout impliqué dans le métabolisme des acides biliaires, agissant comme un « sensor »
pour activer ou inhiber la synthése et la sécrétion des acides biliaires [Sinal 2000].
Récemment, un homologue de FXR, dénommé FXRS, a été identifié ; il lie un précurseur
du cholestérol (le lanostérol), ce qui suggére qu’il pourrait étre impliqué dans la régulation
de la synthése du cholestérol. Cependant FXRf n’est pas retrouvé chez les primates [Otte
2003]. Cette découverte souléve quand méme la question de 1’existence chez 1’homme
d’autres membres de la famille FXR non identifiés et pouvant étre impliqués directement
dans le métabolisme du cholestérol. D’autre part, FXR interagit avec d’autres facteurs
régulatoires qui sont impliqués dans 1’absorption ou le métabolisme du cholestérol comme
RXR, PPARq, SREBP-1c ou LRH-1. Il régule aussi 1’expression de transporteurs de la
famille ABC dans I’entérocyte [Zollner 2003] ; et il diminue 1’expression de SR-BI dans le
foie [Malerod 2005], aucune étude n’a porté sur la régulation par FXR de SR-BI dans
’entérocyte & notre connaissance. Une approche génomique pourrait comparer les génes
candidats susceptibles d’intervenir dans 1’absorption du cholestérol dans la cellule Caco2
sans et avec stimulation par un puissant ligand de FXR comme le fexaramine [Downes
2003]. Ceci permettrait de mettre en évidence les voies activées par ce facteur de

transcription

2-3-2) Régulation nutritionnelle et hormonale de I’absorption intestinale du
cholestérol

e La régulation nutritionnelle

L’absorption intestinale du cholestérol peut étre influencée par de nombreux
facteurs nutritionnels. Ainsi, le taux d’absorption intestinale diminue lorsque les apports en

cholestérol d’origine biliaire augmentent quand le cholestérol alimentaire semblent avoir un
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effet inhibiteur moindre [Duan 2004] [Wang 2001] [Wang 2003] [Quintao 1971]
[Bhattacharyya 1987]. Cette autorégulation négative demeure mal expliquée. Les stérols
d’origine végétale, appelés phytostérols, sont capables d’abaisser de plus de 80%
I’absorption intestinale humaine du cholestérol [Heineman 1993]. Notre alimentation
occidentale en procure entre 200 et 300 mg par jour [Miettinen 1990]. Leur mécanisme
d’action pourrait étre une compétition avec le cholestérol soit lors de ’incorporation dans
les micelles, soit au niveau du transporteur de la bordure en brosse, soit lors de
estérification par I’ACAT. De maniére intéressante, ’effet inhibiteur des phytostérols ne
semble pas €tre médi€ par les transporteurs ABCA1, ABCG5, ABCGS8 et NPC1L1 [Calpe-
Berdiel 2005]. D’autres lipides comme les acides gras monoinsaturés, les oméga 3 ou
certains phospholipides influencent également 1’absorption du cholestérol [Johnson 1985]
[Chen 1987] [Eckhardt 2002]. Leurs mécanismes d’action restent hypothétiques, mais les
acides gras peuvent agir en tant que facteurs de transcription. De plus, les acides gras
polyinsaturés peuvent phosphoryler et déstabiliser le transporteur ABCAL1, et altérer ainsi
I’efflux du cholestérol [Wang 2005].

e La régulation hormonale

L’absorption intestinale du cholestérol est perturbée dans plusieurs maladies
endocriniennes humaines. Les hormones impliquées pourraient, en partie du moins,
contréler I’absorption du cholestérol. Parmi ces maladies, nous pouvons citer le diabéte de
type 1 dd a une carence insulinique, et le diabéte de type 2 résultant d’une résistance
tissulaire 4 ’action de I’insuline. L’entérocyte posséde des récepteurs pour l’insuline
[Zimmerman 1985] et est capable de I’acheminer d’un pdle a I’autre par transcytose [Shah
1996]. Chez les diabétiques avec insulinorésistance, 1’absorption intestinale est diminuée
[Sutherland 1992] [Pihlajamaki 2004] alors qu’elle serait augmentée chez les diabétiques
avec insulinopénie [Bloks 2004]. De méme, les rats insulinopéniques aprés streptozotocine
ont une augmentation de I’absorption intestinale du cholestérol, qui est partiellement
corrigée par I’injection d’insuline (un tiers de I’augmentation) [Maechler 1992] [Jiao 1988],
mais complétement normalisée par les inhibiteurs de ACAT [Maechler 1993]. Ces
variations de I’absorption intestinale sont associées & une hausse importante de I’ACAT

entérocytaire chez les rats diabétiques, mais sans variation de la cholestérol estérase [Jiao
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1989]. Cette augmentation est atténuée si un traitement insulinique est administré aux
animaux [Jiao 1988] [Maechler 1992] [Maechler 1993]. Inversement, maintenir des rats en
hyperinsulinémie (pompe insulinique et gavage de dextrose), ou incuber des Caco2 avec de
I'insuline, diminue ’ACAT entérocytaire [Yang 1994] [Jiao 1989]. Par contre, une étude
plus récente qui utilise aussi des rats sous streptozotocine, retrouve une augmentation
importante de la synthése du cholestérol mais sans variation de son absorption [Gleeson

2000]. 11 parait difficile de concilier cette étude avec les précédentes.

L’insuline pourrait également faire baisser 1’absorption du cholestérol en diminuant
la synthése et la sécrétion des chylomicrons. En effet, I’expression de la MTP diminue sous
insuline, le promoteur de la MTP contenant un élément de réponse inhibiteur a I’insuline
[Hagan 1994]. De plus, I’Apo-B 48 pourrait aussi étre diminué comme cela est retrouvé
dans les explants de jéjunum humain [Levy 1996] mais non dans les cellules Caco2
[Allister 2004]. Par ailleurs, la diminution d’ABCG5 et ABCGS8 observée lors d’une
carence en insuline chez le rat pourrait aussi expliquer en partie 1’augmentation
d’absorption du cholestérol [Bloks 2004], selon un mécanisme similaire a celui présent
dans la sitostérolémie. Enfin, nos expériences dans les cellules Caco2 démontrent un effet
inhibiteur de I’insuline sur les niveaux de SR-BI qui pourrait ainsi participer a la baisse
d’absorption en diminuant 'influx apical (tableau et schéma ci-dessous). Notons que
I’insuline est capable d’induire 1’expression de LXRa dans 1’hépatocyte, d’autre part les
agonistes de PPAR®y améliorent I’insulinosensibilité et stimulent aussi LXRa [Steffensen
2004]. Enfin, la stimulation de LXR diminue I’absorption intestinale du cholestérol
permettant de supposer que [’effet inhibiteur de ’insuline sur I’absorption intestinale du

cholestérol pourrait &tre médié par LXR.

La persistance d’une absorption basse dans le diabéte de type 2 suggére que
I'insulinorésistance au niveau de la cellule intestinale n’est pas suffisamment importante
pour antagoniser I’effet inhibiteur de cette hormone, ou qu’il existe une anomalie commune
entre les voies de signalisation de I’insuline et de 1’absorption du cholestérol. Cependant,
des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats qui restent peu

nombreux et parfois contredits par d’autres travaux [Gylling 1994].
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Tableau VI Impact des variations d’insulinémie sur 1’absorption intestinale du
cholestérol dans différents modéles expérimentaux ou chez ’humain

Variation Modéle étudié Absorption Régulation étudiée Référence

insuline intestinale chol

* mais Humain D2M ¥ 1 synthése chol Pihlajamaki 2004

Résistance

¥ Humain D1M t - Miettinen 2004

¥ Rat + SZT ? T ACAT, - CET Jiao 1988
+insuline ? Normalise

¥ Rat + SZT 0 ' ACAT Maechler 1992
+ insuline ? Normalise

v Rat + SZT t +ACAT Maechler 1993
+ insuline Abaisse partiel

+ inhib ACAT Normalise

t Rat + insuline ? VACAT Yang 1994

t Caco2+insuline ? VACAT Jiao 1989

4 Rat + SZT t { ABCGS5-G8 Bloks 2004
+insuline Abaisse partiel Remonte partiel

v Rat+ SZT - f synthese chol Gleeson 2000

* Humain ? V Apo-B48 Levy 1996
explants

t Caco2 ? — Apo-B48 Allister 2004

t Caco2 ? ¥ SR-BI Données perso
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Figure 4 Insuline et diminution d'absorption du cholestérol
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iminution absorption intestinale
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Légende : L’insuline peut induire une diminution de I’absorption du cholestérol en
1) diminuant ’entrée au péle apical par inhibition des récepteurs et par stimulation de ceux
responsable de I’efflux ; ii) en diminuant la synthése des chylomicrons par inhibition de
’ACAT et de la synthése d’ApoB, ainsi qu’en favorisant la dégradation de I’ApoB par
blocage de 1a MTP.

Parmi les autres régulations hormonales nous pouvons citer I’hormone de croissance
(GH) qui pourrait faciliter ’absorption intestinale dans le syndrome de gréle court.
L’entérocyte humain exprime le récepteur a la GH [Simard 1996] [Nagano 1995]. Le
traitement par GH augmente I’absorption intestinale du cholestérol chez le cochon mais pas
chez ’homme [Pakarinen 2004] [Leonsson 1999]. En dehors de nos travaux qui démontrent
que la GH diminue I’expression de SR-BI dans les Caco2, ce qui devrait diminuer
I’absorption intestinale du cholestérol, aucune autre voie de régulation de I’absorption du

cholestérol par la GH n’a été étudiée a notre connaissance dans I’entérocyte.

Les patients ayant un hypercorticisme par maladie de Cushing, ou qui sont traités
oralement par hydrocortisone, présentent une absorption intestinale accrue des lipides. De
plus, 'incubation d’explants intestinaux humains avec cette hormone stéroide augmente la
synthése d’Apo-B48 ce qui pourrait favoriser 1’absorption intestinale [Levy 1997]. Le
récepteur de I’hydrocortisone est bien présent dans les cellules Caco2, mais leur incubation

avec cette hormone ne modifie ni leur contenu en cholestérol [Jindrichova 2003], ni
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Iexpression de SR-BI [données personnelles]. Une étude récente apporte un élément
nouveau susceptible d’expliquer cette apparente discordance : 1’absorption intestinale des
lipides est modifiée différemment selon le type de corticoide utilisé: le budésonide
n’influence pas I’absorption du cholestérol alors que la prednisone ’augmente [Thiesen
2002]. Cette augmentation n’est pas accompagnée de modification de FABP. Les autres

transporteurs et facteurs de transcription n’ont matheureusement pas été étudiés

2-3-3) Coordination de ’expression des transporteurs

En plus d’identifier les transporteurs membranaires, un effort de réflexion doit étre
mené sur la coordination de leur expression au sein de la cellule intestinale. L’évaluation
simultanée des modifications de transcription de plusieurs génes candidats lors du
phénoméne d’absorption intestinale est une approche qui donne une vue d’ensemble du
processus absorptif. Ainsi, I’incubation de cellules Caco2 avec du cholestérol induit une
hausse des ARNm de LXR et de FXR qui s’accompagne d’une transcription augmentée
d’ABCA1, d’Apo-Al, mais d’une diminution de moitié d’ Apo-E. Les phystostérols ont une
action synergique a celle du cholestérol sur la transcription de ces génes: I’ARNm
d’ABCA1 augmente de 1.4 fois avec le cholestérol seul mais de 5.7 fois avec cholestérol et
phytostérol [Cantafora 2003]. Dans cet article, aucune précision n’est donnée pour les
autres transporteurs. Nous avons résumé dans le tableau ci-dessous les facteurs de
transcription connus pour moduler dans [’entérocyte 1’expression des transporteurs

membranaires.
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Tableau VII Facteurs de transcriptions et transporteurs entérocytaires du cholestérol

SR-BI ABCA1l ABCGS5 ABCGS NPC11.1
SREBP1 et 2 + + ? ? +
RXRa + + + + +
LXRg + + ¢ + 1 + 1 +
PPARs +(@) (@) -(M) - -(M)— +(p?
LRH1 ? ? + + ?
Références Cao 1997 Santamaria- Repa2002  Repa 2002 Davies 2000

Malerod Fojo 2000 Freeman Van der Veen
2002 Costet 2000 2004 2005
PPAR :don Knight 2003
. perso Van der
Veen 2005

Légende : Existence d’une régulation du gene du transporteur : + pour régulation présente
(positive ou négative) et — pour absence de régulation. Induction du géne du transporteur :
— pas d’effet, | diminution, t augmentation. Donnée manquante : ?

Les fibrates et les thiazolidinediones sont des molécules hypolipémiantes qui se
lient respectivement aux récepteurs PPAR« et PPARYy présents dans 1’entérocyte. De plus,
Le cholestérol est capable d’induire I’expression de PPARYy dans I’intestin [Gazzola 2004].
Pourtant, la régulation de 1’absorption intestinale du cholestérol par les PPAR a été peu
étudiée jusqu'a présent. Deux mécanismes pourraient favoriser une diminution de
I’absorption du cholestérol. Tout d’abord, les PPARa augmentent 1’expression d’ABCA1
pouvant ainsi favoriser I’efflux de cholestérol par le pdle basal de 1’entérocyte [Knight
2003]. D’autre part, PPARYy diminue ’expression de NPCI1L1 et fait chuter 1’absorption
intestinale du cholestérol [Van der Veen 2005]. La coordination de ces deux voies de
régulation reste 4 démontrer. Il n’existe pas de données publiées sur la régulation de SR-BI
par les PPAR. Cependant, des résultats de notre laboratoire montrent que les agonistes de
PPAR« diminuent les niveaux de ce transporteur lors d’une incubation au pdle apical de la
cellule, ce qui pourrait favoriser une baisse d’absorption du cholestérol au pdle luminal de

I’entérocyte (cf schéma ci-dessous).
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Le facteur de transcription LXR tient une place centrale dans la régulation des
transporteurs etudiés. En effet, comme résumé dans le schéma ci-dessous, LXR est capable
d’induire D’expression des trois transporteurs ABCA1, G5 et G8 dans I’entérocyte,
favorisant ainsi I’efflux de cholestérol hors de la cellule par les deux péles a la fois. Les
autres transporteurs SR-BI et NPC1L1 sont connus pour étre régulés également par LXR
dans d’autres lignées cellulaires, mais cette régulation n’a pas été étudiée spécifiquement
dans I’entérocyte a notre connaissance. Cependant, I’utilisation d’Ezitimibe dans la cellule
Caco2 diminue a la fois les niveaux de LXRS et de SREBP et ceux de SR-BI et de NPC1L1
[During 2005], ce qui permet de supposer que LXR pourrait également induire 1’expression
de ces deux transporteurs. Ces deux régulations paraissent en contradiction : augmentation
de 'efflux (* ABCA1, G5 et G8) et aussi de la captation (1 SR-BI et NPC1L1). Cependant,
d’une part les régulations de SR-BI et de NPCIL1 par LXR n’ont pas été étudiées
directement, rendant incertain une régulation de type induction. D’autre part, I’absorption
est la résultante des flux entrant et sortant. Donc, si la stimulation de I’entrée de cholestérol
est moins puissante que celle de ’efflux, alors 1’absorption peut étre abaissée. Par ailleurs,
la quantit¢ d’ARNm des transporteurs ABCA1, G5 et G8 n’est diminuée par I’Ezétimibe
que lors d’une diéte riche en lipides chez I’animal [Repa 2002]. Or, les souris utilisées
(129/8V) appartiennent & une souche qui présente congénitalement une hyper absorption
intestinale du cholestérol [Jolley 1999]. On peut se poser la question de la pertinence d’une
telle souche de souris hyperabsorbante chez laquelle les transporteurs du cholestérol ont
nécessairement un fonctionnement et/ou une régulation particuliére. Enfin, I’existence de
cofacteurs régulateurs pour les effecteurs nucléaires peut modifier le type de régulation
induite par LXR. Soulignons que I’étude de During ne prend pas en compte ABCGS, ni
ABCGS, cet oubli est trés étonnant.

En conclusion, 1’étude des actions synergiques des PPAR pour diminuer
I’absorption intestinale, et le réle central occupé par LXR dans les différentes voies du
transport du cholestérol, ainsi que son interaction avec I’Ezétimibe devraient permettre
prochainement de faire avancer notre compréhension de 1’absorption du cholestérol. Les
effets des facteurs nucléaires étant tissu spécifiques, on ne peut extrapoler a I’entérocyte les

résultats obtenus dans d’autre types cellulaires. Nous avons présenté sous forme de
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schémas intégratifs les régulations des transporteurs par les facteurs de croissance PPAR et

LXR, ainsi que les actions de I’Ezétimibe au niveau entérocytaire.

Figure 5 Théorie actuelle sur les flux de cholestérol a travers l'entérocyte

Lumiere
intestinale

Entérocyte Circulation

sanguine

| |

@ ACAT2  Apo-B MTP  SariGTPase

Légende : Absorption du cholestérol (Chol) au pdle apical de I’entérocyte par les
transporteurs SRB1 et NPC1L1. Efflux de Chol vers la lumiére intestinale par ABCG5/GS.
Sortie de Chol vers la circulation sanguine principalement par la voie de sécrétion des
chylomicrons (chylo) qui implique 1’action de 1’acetyl CoA cholesterol Acyl Transferase
(ACAT2), de I’Apolipoprotéines B (ApoB) de la Microsomal Triglyceride Transfert

Protein (MTP) et de Sar1 GTPase.



Figure 6 PPARs et diminution d'absorption du cholestérol
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Légende : Les PPAR peuvent diminuer 1’absortion entérocytaire du cholestérol en
diminuant ’entrée du pdle apical par inhibition des transporteurs SRB1 et NPC1L1. Ils
peuvent aussi promouvoir la sortie au pdle basolatéral du cholestérol vers les lipoprotéines

circulantes en stimulant ’ABCA]1.

Figure 7 LXR et diminution d'absorption du cholestérol
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Légende : LXR peut diminuer I’absorption entérocytaire du cholesérol en augmentant le
retour du cholestérol vers la lumiére intestinale par stimulation des transporteurs
ABCGS5/G8. Mais i1l peut aussi stimuler la sortie de cholestérol vers la circulation sanguine

en stimulant ’ABCAIL.
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Figure 8 Ezétimibe et diminution d'absorption du cholestérol
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Légende : L’Ezétimibe (Ezet) peut diminuer I’absorption entérocytaire du cholestérol en
bloquant les transporteurs SR-B1 et NPC1L1 responsables de 1’entrée du cholestérol depuis
la lumiere intestinale. Il peut aussi bloquer la sortie du cholestérol vers la circulation
sanguine en inhibant I’ABCA1 mais seulement lors d’une diéte riche en lipides. De méme,
I'inhibition de I’efflux vers la lumiére intestinale via ABCG5/G8 n’a lieu que lors d’un
régime riche en lipides.

2-4) INFLUENCE DES FACTEURS INTRA LUMINAUX ET ENTEROCYTAIRES

On peut distinguer deux modes d’action pour les inhibiteurs de I’absorption
intestinale du cholestérol : par diminution de la biodisponibilité du cholestérol intraluminal
et par inhibition du trafic intraentérocytaire du cholestérol, ce dernier mécanisme pouvant
résulter d’une inhibition de la captation, ou d’une altération du métabolisme intracellulaire

des lipoprotéines.

2-4-1) Facteurs intraluminaux

La diminution de la biodisponibilité du cholestérol peut étre obtenue en interférant
avec le processus de micellisation, ’hydrolyse des lipides ou la qualité du mucus qui

tapisse la surface de la bordure en brosse.
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Les chélateurs des acides biliaires (résines et cholestéramine) diminuent
P’absorption intestinale du cholestérol en interrompant le cycle entérohépatique. Les
saponines (ou sterols glycosides) étaient supposées agir en se liant de maniére irréversible
au cholestérol dans la lumicre intestinale. Cependant, une protéine membranaire des
villosités de I'intestin gréle est capable de se lier aux saponines et i I’Ezétimibe, ce qui
laisse supposer que 1’action des saponines serait plutdt de réguler directement un transport

membranaire au niveau de la bordure en brosse [Detmers 2000].

L’hydrolyse des lipides dans la lumiére intestinale est une autre étape indispensable
a I’absorption du cholestérol. La carboxyl ester lipase (CEL) hydrolyse le cholestérol
estérifié présent dans la lumiére intestinale et favorise ainsi son absorption. L’expression de
la CEL influence donc indirectement 1’absorption du cholestérol. Par ailleurs, 1’inhibiteur
de la lipase pancréatique (Orlistat) en bloquant ’hydrolyse des triglycérides altére la

capacité des micelles & délivrer le cholestérol a la bordure en brosse [Erdmann 2004].

Enfin, la modification de la composition du mucus qui recouvre la bordure en
brosse peut altérer ’absorption intestinale du cholestérol. Ce mécanisme a été évoqué
depuis longtemps dans la fibrose kystique [Schutt 1968} [Wesley 1983] [Kent 1996].
Récemment, I’invalidation du géne d’un des composant essentiel du mucus (mucine-1) a
confirmé I’importance de cette barriére protéique. En effet, cette mutation diminue
significativement 1’absorption intestinale du cholestérol [Wang 2004]. De maniére trés
intéressante, cette modification de la mucine altére uniquement 1’absorption du cholestérol
sans modifier celle des acides gras. Par conséquent, la modification des propriétés
physicochimiques de la membrane plasmique (fluidité membranaire) peut entrainer des
troubles d’absorption spécifiques, soit & cause des caractéres propres & chaque molécule
lipidique (taille, conformation ou indice d’hydrophobicité), soit par interaction direct avec

les transporteurs membranaires.
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2-4-2) Facteurs intraentérocytaires
» Surface apicale et inhibiteurs du transport transmembranaire

Plusieurs étapes intraentérocytaires de 1’absorption du cholestérol peuvent étre
bloquées par des agents pharmacologiques. Voyons tout d’abord, I’entrée du cholestérol au
niveau de la bordure en brosse. Nous avons déja mentionné I’Ezétimibe au paragraphe 1-7).
Cette 2-azetidinone diminue I’absorption du cholestérol de moitié [Rosenblum 1998]
[Knopp 2003] en se fixant au pdle apical de I’entérocyte, chez la souris du moins. Notons
qu’apres absorption, la molécule est glucuronée dans ’entérocyte ; le métabolite obtenu
abaisse encore plus I’absorption du cholestérol que la molécule mére [Van Heek 2001].
L’action de I’Ezétimibe ne modifie pas ’expression des transporteurs ABCG5 ni ABCGS
[Repa 2002], alors que 1’expression de SR-BI et NPC1L1 est diminuée [During 2005].
Notons que I’impact de cette molécule sur ABCAI1 differe selon les études : stabilité ou
diminution [Repa 2002] [During 2005]. Pourtant, si I’on regarde précisément les résultats
de Repa et al, on constate que les niveaux d’ARNm d’ABCA1 diminuent lorsque
I’Ezétimibe est introduit & la diéte standard (cholestérol 0.02%). De plus, il s’agit d’un
modéle murin alors que l'autre étude s’intéresse aux Caco2. L’effet inhibiteur de
’Ezétimibe implique de maniére certaine NPC1L1, bien que le mécanisme exact ne soit pas
encore connu comme déja mentionné [Altman 2004] [Davis 2004] [Smart 2004]. Des
donnees récentes démontrent que, d’une part le complexe annexine 2 — caveoline 1 serait
impliqué dans I’absorption intestinale du cholestérol chez la souris, et que d’autre part
’Ezétimibe induirait un clivage de cet hétérocomplexe [Smart 2004], ce qui laisse penser
que ces deux protéines associées réguleraient, en partie du moins, I’entrée du cholestérol
dans Dentérocyte. Cependant, I’invalidation du géne de la cavéoline 1 n’altére ni
I’absorption du cholestérol, ni Iefficacité de I’Ezétimibe ; elle n’induit pas non plus de
modifications spécifiques dans la transcription de plusieurs transporteurs comme NPCI1L1,
ABCA1 ou ABCGS, ce qui amene les auteurs a conclure que la caveoline-1 n’est pas
indispensable pour 1’absorption intestinale du cholestérol. Par ailleurs, SR-BI non plus ne
semble interagir avec la caveoline-1 puisqu’il ne lui est pas associé dans I’entérocyte
humain [Levy 2004]. Il est intéressant de noter que ’action de 1’Ezétimibe sur ce complexe

protéique  annexine 2-caveoline 1 ne survient que chez les animaux
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hypercholestérolémiques [Smart 2004], ce qui démontre que les événements survenant au
pdle vasculaire influencent aussi directement 1’absorption du cholestérol au pdle opposé de

I’entérocyte.
e ACAT et inhibiteurs de PACAT

Une fois rentré dans 1’entérocyte, le cholestérol doit étre estérifié par I’ACAT pour
étre stocké et transporté au pdle vasculaire. Les inhibiteurs de cette enzyme, comme
I’avasimibe, ont un effet modeste sur ’absorption intestinale du cholestérol chez 1’homme
comme indiqué dans le tableau ci-dessous. Cependant, leur capacité 4 diminuer la sécrétion
hépatique des LDL, et & pouvoir agir en théorie directement sur le macrophage dans la
plaque d’athérome [Delsing 2001], font de ces molécules des candidats intéressants pour le

traitement des hypercholestérolémies.

Tableau VIII Effet des inhibiteurs de ’ACAT sur les lipides plasmatiques selon les
espéces et les diétes

Espéce Diéte ¥ Chol total Autres effets Référence
Wilcox
- 0 - 0/
Rat Nale 16-30% { TG 44-66% ATVB 1999
. Wilcox
- o
Lapin Chol free 15-37% ATVB 1999
_ V Lip(a) 32% Ramharack
Singe Nal 27% Atheriosclerosis
VHDL 23% 1998
3 [+]

Porc Chol rich 35% L LDL 51% T Lip Res 1999

Nale RAS { VLDL 20-30% | Atherosclerosis
hyperchol 2001

HDL-LDL: RAS
110/ / _n40
Humain Statin/ Statintinhib]| o Raal
hyperchol + Nale o 0 | ¥ VLDL -13% / -24%| Atherosclerosis
. -18% /-22%

Statine 2003

VHDL -6% /-11%
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e MTP et inhibiteurs de la MTP

Une fois estérifié, le cholestérol doit étre incorporé aux lipoprotéines pour étre rejeté
dans la circulation. Les inhibiteurs de la MTP, en empéchant le transfert de lipides sur
I’Apo-B en cours de synthése, favorisent sa dégradation. Or 1’Apo-B est indispensable a
I’élaboration et au maintien de I’intégrité des chylomicrons. L’importance de I’ Apo-B et de
la MTP est démontrée par la sévérité de la malabsorption intestinale des lipides qui survient
lors de la mutation de leur géne, entrainant respectivement 1’hypobétalipoprotéinémie
[Young 1988] et I’abétalipoprotéinémie. [Wetterau 1992]. A notre connaissance, aucune
¢tude n’a évaluée spécifiquement 1’absorption intestinale du cholestérol lors de I’inhibition
de la MTP ; pourtant, ’augmentation de 1’absorption intestinale du cholestérol constatée
chez des animaux nourris par une diéte de type occidentale est associée & une augmentation
d’expression de la MTP [Ueshima 2004]. L’utilisation des inhibiteurs de la MTP est limitée
par la stéatose qu’ils induisent. C’est pour cette raison qu’une nouvelle molécule agissant
spécifiquement sur I’intestin a été récemment développée : les résultats chez la souris
démontrent un effet hypotriglycéridémiant et hypocholestérolémiant certain sans effet
délétere sur le foie [Aggarwal 2005]. Les essais cliniques chez ’hommes sont encore trop
peu nombreux pour pouvoir conclure définitivement sur D’efficacité de cette classe

médicamenteuse.

2-5) HYPOTHESES

Parmi les protéines candidates, nous avons choisi de travailler sur le SR-BI pour les
raisons suivantes : premiérement sa localisation intestinale concorde avec le site
préférentiel de I’absorption du cholestérol, [Cai 2001] [Lobo 2001] [Levy 2003];
deuxiemement sa présence ou sa surexpression augmentent 1’absorption du cholestérol in
vitro et plus récemment in vivo [Hauser 1998] [Van Bennekum 2005] [Bietrix 2006] ;
troisitmement, son invalidation diminue 1’absorption du cholestérol dans les cultures
d’entérocytes [Levy 2003] [Hauser 1998] [Werder 2001]. Par contre son invalidation chez
’animal ne semble pas diminuer significativement 1’absorption intestinale [Altmann 2002]
[Wang 2002] [Mardones 2001]. Cette derniere donnée peu compatible avec les précédentes

souligne I’importance de travaux complémentaires.
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e Hypothése 1

Si le SR-BI est impliqué dans [’absorption intestinale du cholestérol, alors son
expression devrait étre modulée par le degré de différenciation cellulaire et par les
effecteurs potentiels qui influencent I’absorption intestinale du cholestérol.

Les effecteurs potentiels choisis devaient répondre aux critéres suivants: étre
présents dans la lumiére intestinale et la circulation sanguine en conditions physiologiques
ou dans certaines maladies ; étre connus pour influencer le métabolisme du cholestérol et
d’autres lipides, et éventuellement étre impliqués dans des pathologies affectant le tractus
digestif ; et enfin avoir démontré leur capacité régulatrice sur le SR-BI dans divers modéles
cellulaires ou animaux. Nous avons donc choisi : i) des nutriments comme le cholestérol,
les oxystérols et plusieurs acides gras qui sont déja connus pour influencer certaines étapes
intraentérocytaires de I’absorption des lipides comme la sécrétion des lipoprotéines par
exemple [Fluiter 1998] [Chong 1987] [Judd 2002]; ii) des hormones comme I’insuline,
PEpidermal Growth Factor (EGF) et I’hormone de croissance (GH) qui ont un réle
trophique sur les cellules de la muqueuse intestinale et modulent certaines étapes clefs
intraentérocytaires de 1’absorption des lipides [Reaven 1998] [Levy 1996-a] [Levy 1996-
b]; iii) des facteurs inflammatoires comme le TNFa ou I'IFNy dont les taux sont
augmentés au cours des maladies inflammatoires de I’intestin comme la maladie de Crohn
[Bemnotti 2003] [Courtois 2003] [Levy 2003], et le LPS qui est un composant essentiel de la
membrane des bacilles gram négatifs qui jouent un réle dans la physiopathologie de la
maladie de Crohn [Buechler 1999] [Khovidhunkit 2001] ; enfin, iiii) des médicaments
comme les fibrates qui sont des agonistes des PPAR« et qui possédent une action

hypolipémiante ainsi que la capacité de diminuer 1’absorption intestinale du cholestérol.
e Hypothése 2

S8'il existe une modulation de I’expression de SR-BI, alors cette régulation pourrait
étre « polarisée » ; c'est-a-dire qu'un méme effecteur pourrait faire varier l'expression de
SR-BI différemment selon le compartiment par lequel il entre en contact avec la cellule
(pble apical correspondant a la lumiére intestinale ou péle basolatéral orienté vers la

circulation lymphatique et sanguine).
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L’entérocyte est une cellule polarisée a plusieurs niveaux. Elle est
morphologiquement polarisée avec des microvillosités a son pdle apical exclusivement, une
localisation du réticulum endoplasmique et de 1’appareil de Golgi principalement au pdle
apical et un noyau au tiers inférieur [Trier 1981]. Une polarité fonctionnelle existe
également, puisque I’absorption des acides gras a longue chaine par la cellule Caco2 est
jusqu’a 6 fois plus importante au péle apical qu’au pdle basolatéral [Trotter 1991]. A cette
polarité fonctionnelle s’ajoute une polarité métabolique, en effet un méme substrat aura une
destinée métabolique différente suivant qu’il pénétre la cellule par un pdle ou par I’autre.
Ainsi, les acides gras libres qui sont absorbés au pdle apical seront orientés vers la
resynthese de TG, alors que s’ils pénétrent par le pdle basolatéral, ils seront
majoritairement oxydés ou incorporés aux phospholipides. Ces résultats se retrouvant chez
le rongeur comme chez 'homme [Gangl 1975] [Gangl 1978]. Il en est de méme lorsque les
acides gras sont absorbés sous forme de monoglycérides: la sn-2 monooléine est
incorporée préférentiellement aux TG lors d’une incubation au pdle apical mais
majoritairement aux phospholipides lors d’une incubation au pdle basolatéral [Ho 2002]. II
semble donc plausible que les transporteurs comme le SR-BI qui existent aux deux faces de

Ientérocytes aient aussi une polarité régulatoire.
e Hypothése 3

De méme, la réponse de SR-BI pourrait étre « polarisée » ; autrement dit, la
variation d'expression de SR-BI pourrait avoir lieu préférentiellement sur 'un des deux
poéles de la cellule.

Une coordination dans la régulation entre les deux poles de I’entérocyte est
indispensable au fonctionnement optimal de la cellule comme Dillustre les travaux récents
sur I’adressage de 1’ApoB sous !’influence des lipides. Lors d’une incubation dans un
milieu carencé en lipides, les cellules Caco2 n’expriment pas d’ApoB au pdle apical.
L’incubation au pdle apical avec du cholestérol, de 1’acide oléique ou de I’acide palmitique
combinés entraine 1’exportation d’ApoB depuis le réticulum endoplasmique vers le péle
apical, y créant un pool d’ApoB. L’incubation avec ces mémes lipides mais sous forme de
micelles au pdle apical provoque la migration de I’ApoB depuis cette face luminale vers le

pdle basolatéral pour la sécrétion de lipoprotéines riches en TG [Morel 2004]. Ainsi, il
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semble logique qu’une régulation différente puisse exister avec la méme protéine et le

méme effecteur selon le pole de I’entérocyte.

III) TRANSPORT INTRAENTEROCYTAIRE DES LIPIDES: RECHERCHE
D’ANOMALIES DE LA PHASE INTRAENTEROCYTAIRE DE
L’ABSORPTION DES LIPIDES CHEZ DES PATIENTS ATTEINTS DE
MUCOVISCIDOSE.

3-1) INTRODUCTION

3-1-1) Généralités sur la Fibrose Kystique

La Fibrose Kystique (FK) est la maladie autosomique récessive la plus fréquente au
sein de la population caucasienne (prévalence 1/2000 individus aux USA) [MacLusky
1990]. Ces patients souffrent principalement de troubles pulmonaires, gastro-intestinaux,
métaboliques et nutritionnels [Khan TZ 1995] [Konstan 1994]. La FK est causée par la
mutation d’un seul gene qui code pour le Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR). Cette protéine se localise normalement sur la membrane apicale de
différents épithéliums dont 1’épithélium intestinal. La fonction principale du CFTR est celle
de canal-chlore, mais d’autres fonctions lui sont attribuées dont certaines interferent
directement avec le métabolisme des Acides Gras Essentiels (AGE) comme nous le
détaillerons ultérieurement. Actuellement, I’espérance de vie pour ces patients n’est que
d’une trentaine d’années malgré de nombreux progrés dans la prise en charge

pneumologique, nutritionnelle et dans 1’antibiothérapie.

3-1-2) Généralités sur les Acides Gras Essentiels

Les AGE sont I’acide linoléique (C18 :2n-6) et linolénique (C18 :3n-3). Ils sont
qualifiés d’essentiels car ils ne peuvent pas étre synthétisés de novo chez ’humain. Ils sont
présents dans les TG, les PL et les esters de cholestérol (CE). Les AG insaturés sont classés
selon la place de la premiére double liaison par rapport au groupement carboxyle terminal.

Ainsi I’acide linoléique appartient a la famille n-6 (ou oméga 6, noté w6) alors que 1’acide
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linolénique appartient a la famille n-3 (ou oméga 3, noté w3). Une fois absorbés, les AGE
peuvent étre métabolisés en acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPLC) par
I’action successive de désaturases et d’élongases (cf schéma AGE métabolisme). Ces
enzymes sont communes aux différentes familles d’AG insaturés ce qui explique le
phénomeéne de compétition qui peut exister entre les différents AGE pour ces enzymes en
raison des apports excessifs des uns vis-a-vis des autres. Les principaux métabolites de la
famille w3 sont [I’acide eicosapentaenoique (EPA (C20:5 n-3)) et [Iacide
docosahexaenoique (DHA (C22 :6n-3)). Pour la famille w6, on relévera simplement comme
métabolite 1’acide arachidonique (AA (C20 :4n-6)) car nous développerons les aspects

perinents aux rdles potentiels de ces métabolites ultérieurement.

Figure 9 Voies métaboliques des acides gras essentiels

AGE: métabolisme

ALIMENTATION
w6 A w3
LINOLEIQUE a-LINOLENIQUE
18:2n-6 18:3n-3
1‘ i ------- A6 désaturase
18:3n-6 18:4n-3
------------ 1——-----—-——--————--——-—-—--t-----——--—--—-——-————~e'|ongase
20:3n-6 20:4n-3
t grersenmesnessnenes A5
ARACHIDONIQUE EPA
20:4n-6 20:5n-3
22:4n-6 _ 22:5n-3
4 4 A4
22:5n-6 DHA
22:6n-3

Légende : Les 2 voies métaboliques des AGE omega 3(w3) et omega 6 (w6) sont en
compétition pour les mémes enzymes (désaturases et élongases).
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3-1-3) Statut en acides gras essentiels des patients atteints de fibrose kystique
e Niveaux plasmatiques et tissulaires des w3

Les taux d’EPA plasmatiques refletent les apports nutritionnels des jours
précédents, alors que leurs taux dans les membranes érythrocytaires reflétent davantage les
entrées nutritionnelles des semaines ou des mois antérieurs [Katan 1991]. L’étude
d’Henderson démontre bien cette différence puisque les taux plasmatiques d’w3 reviennent

a leurs valeurs basales aprés un wash-out de 6 semaines [Henderson 1994].

La majorité des études chez les sujets FK retrouvent dans le plasma des taux
normaux de 18 :3n-3 et des taux abaissés d’EPA et de DHA. On peut noter que chez les
patients FK, bien que le taux d’absorption intestinale des w3 soit abaissé par rapport aux
sujets normaux, la supplémentation permet quand méme d’augmenter significativement les

taux d’w3 (10 fois chez les FK versus 23 fois chez les controles sains) [Henderson 1994].
e Niveaux plasmatiques et tissulaires des » 6

Des taux plasmatiques abaissés C18 :2n-6 se retrouvent dans la majorité des études
concernant les patients FK [Katz 1996] [Tuxen-Mengedoht 1999] [Van Egmond 1996].
Cependant, I’absorption intestinale de cet AGE est normale chez les patients FK en termes
de pourcentage d’acide linoléique, mais avec une plus grande variabilité et un retard
d’absorption d’environ 2h par rapport aux sujets sains [Van Hubbard 1987]. 1l est important
de souligner ici le r6le facilitateur que pourraient jouer les TG 4 chaine moyenne (MCT)
lorsqu’ils sont ajoutés a I’acide linoléique : le délai d’absorption est aboli avec les MCT par
rapport & I'huile de carthame, et de maniére étonnante, le pourcentage d’absorption est
méme supérieur a celui des sujets contrdles, sans que cela ait été clairement expliqué [Van
Hubbard 1987]. La supplémentation par voie orale en w6 entraine une augmentation
significative des acides dihomogamma-linolénique (C20 :3n-6) dans la fraction PL et CE
alors que le DHA décroit dans la fraction CE suite a4 4 semaines de supplémentation en
C18 :2n-6 [Christophe 1994] ou aprés 3 mois d’une association de C18 :3n-6 et de C18 :2n-
6 [Steinkamp 2000]. Cependant, les taux plasmatiques ne rejoignent jamais la normale, et
cette augmentation semble surtout n’étre que transitoire, le maximum étant atteint apres 6

mois de supplémentation pour diminuer progressivement ensuite entre le 6° et le 12° mois



53

de la supplémentation. Apres arrét de toute supplémentation, il faut attendre 4 mois pour
rejoindre les taux initiaux [Dodge 1990]. Ce résultat intéressant est confirmé par 1’échec
d’une supplémentation en C18 :2n-6 d’une année pour normaliser le statut anormal en AGE
d’une douzaine d’enfants FK ayant une insuffisance pancréatique [Lloyd-Still 1980].
L’ensemble de ces résultats (absorption normale et échec pour normaliser les taux d’AGE)
sont en faveur d’une anomalie intrinséque du métabolisme des AGE plutét que d’une
carence classique par malabsorption intestinale, d’autant plus que les autres anomalies
lipidiques ont pu étre corrigées sous traitement (par exemple normalisation des taux élevés

d’ AG Monosaturés).

3-1-4) Relations entre CFTR et acides gras essentiels

Plusieurs résultats suggerent qu’en dehors de la malabsorption, d’autres facteurs
pourraient aggraver I’état déficitaire en AGE: I’état d’inflammation chronique qui
augmenterait la consommation de certains AGE comme I’AA (20 :4n-6) précurseur des
médiateurs de l’inflammation (leukotriénes, prostaglandines, prostacyclines) [Strandvik
1996] ; ou bien un turn-over accéléré des lipides membranaires [Rogiers 1984]. Cependant,
ces €léments ne semblent pas suffisants pour expliquer la fréquence et I’importance de la

carence.

C’est pourquoi, un défaut intrinséque du métabolisme des AGE lié & une protéine
CFTR non fonctionnelle a été évoqué. Plusieurs données de la littérature suggérent ce point
particulier. Tout d’abord la carence en AGE apparait trés précocement chez les enfants, dés
les premiéres semaines de vie [Steinkamp. 2000] et est présente chez des enfants atteints de
FK mais bien nourris, sans stéatorrhée ou sous traitement substitutif d’enzymes
pancréatiques soulignant ainsi en partie son indépendance vis-a-vis de la seule
malabsorption intestinale [Clandinin 1995] [Lloyd-Still 1981] [Parsons 1988] [Roulet
1997], [Chan 1992]. De plus, une corrélation a été rapportée entre le statut en EFA et le
genotype : les patients CF homozygotes sont plus carencés en acides gras que les
hétérozygotes, eux méme plus déficitaires que les sujets non atteints de FK [Christophe
1994). De méme, les taux plasmatiques d’ AGE sont plus abaissés chez les patients ayant les

mutations les plus graves comme la AF508 [Strandvik 2001]. Enfin, le profil des AGE
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plasmatiques ou tissulaires ne correspond pas toujours avec celui d’un déficit classique en
AGE par carence d’apport ou d’absorption puisque des taux élevés d’AA ont été rapportés
[Carlstedt-Duke 1986] [Lloyd-Still 1981] [Stead 1986] [Strandvik 1996]. Des études in
vitro montrent que I’AA est capable d’altérer la fonction du canal CFTR suggérant un
possible effet déléteére de taux élevés de cet acide gras [Linsdell 2000]. On peut souligner la
limite des modéles animaux CFTR knock-out pour répondre a la question posée puisque le
déficit en AGE qui accompagne la mutation du CFTR varie selon I’espéce animale. Les
tissus de certaines souris mutantes sont déficitaires surtout en AGE de la famille n-3
[Linsdell 2000], alors que d’autres espéces sont carencées principalement en AGE n-6

[Dombrowsky 2003], rendant impossible I’extrapolation a I’humain.

3-1-5) Importance du statut nutritionnel pour le pronostic dans la fibrose kystique

De nombreuses études ont insisté sur la corrélation existante entre un mauvais statut
nutritionnel et un pronostic défavorable chez les patients atteints de FK [Ramsey 1992].
Une dénutrition chronique est associée a un retard staturo-pondéral chez 1’enfant FK ainsi
qu’a une maladie pulmonaire plus grave [Ramsey 1992] [Kraemer 1978]. Les patients sans
stéatorrhée présentent une détérioration plus lente de leur fonction pulmonaire [Gaskin
1982]. Cependant, les taux bas d’AGE ou de leurs métabolites ne sont pas toujours corrélés
avec les mesures anthropométriques ou la fonction pulmonaire [Strandvik 2001], ce qui
peut en partie s’expliquer par la génétique comme nous le détaillerons dans ce travail. Les
taux de survie et la qualité de vie des patients FK sont aussi corrélés avec la malnutrition
dans la FK [Corey 1988]. Ces corrélations positives entre un bon état nutritionnel et un
meilleur devenir clinique & long terme soulignent I’importance d’une prise en charge
nutritionnelle optimale, particuliérement d’une optimisation des apports diététiques en
AGE, d’une balance énergétique positive puisque les AGE peuvent servir aussi de substrat
énergétique en situation de carence calorique et d’une absorption intestinale efficace des

lipides.
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3-2) MALABSORPTION INTESTINALE DES LIPIDES AU COURS DE LA MUCOVISCIDOSE

La malabsorption des lipides au cours de la FK résulte de plusieurs anomalies au

cours des différentes étapes de la digestion.

3-2-1) Anomalies de la phase lipolytique
o Déficit en lipase pancréatique

L’insuffisance pancréatique externe est la cause principale de la malabsorption des
lipides comme le démontre la nette diminution de la stéatorrhée sous enzymes
pancréatiques. Pour qu’une stéatorrhée apparaisse, le pancréas doit étre détruit 4 plus de
90% [DiMagno 1973], ce qui explique que la mesure des graisses dans les selles soit un
indicateur peu sensible de la fonction pancréatique. Cependant, cette mesure est la
technique la plus couramment utilisée car la moins agressive et permettant d’évaluer le
besoin principal du malade: la correction de la malabsorption des graisses par une
opothérapie substitutive. La grande majorité des patients atteints de FK présente une
insuffisance pancréatique (90% d’entre eux). Chez les patients conservant une sécrétion
pancréatique, il existe un continuum & parir de ceux ayant une fonction pancréatique
presque nulle (2%) jusqu’a ceux qui conservent une sécrétion totalement normale.
L’insuffisance pancréatique externe entraine non seulement un défaut de sécrétion de lipase
pancréatique, mais €galement son inactivation prématurée en milieu acide a cause de la
baisse de sécrétion d’ions bicarbonates. En effet, la sécrétion de bicarbonate peut atteindre
des valeurs inférieures & 10% de la normale [Gaskin 1982]. Enfin, le déficit en co-lipase qui
existe aussi durant la FK altere également la fonction de la lipase pancréatique. Cependant,
les données de la littérature sur cette co-enzyme au cours de la FK sont rares [Gaskin 1984]

[Blackberg 1979].

La lipase gastrique peut compenser en partie le déficit en lipase pancréatique au
cours de la fibrose kystique. En effet, son activité lipolytique aprés repas test est environ
trois fois supérieure chez les patients [Roulet 1987] alors que [’activité basale est

comparable entre ces deux groupes [Abrams 1984]. Cette capacité accrue de lipolyse
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s’explique par la persistance prolongée de son activité puisque cette enzyme est résistante
dans le milieu anormalement acide du duodénum et ne peut étre inactivée par les acides
biliaires qui font défaut. Cette activité lipolytique persistante est capable d’assurer entre 40
et 70% de la digestion des lipides alimentaires [Hamosh 1990] [Fredrikzon 1980].

e Déficit en Phospholipase et Cholestérol-Estérase

Les autres enzymes lipolytiques sont aussi altérées : les activités des phospholipases
(Al et A2) et de la cholestérol-estérase sont dramatiquement diminuées au cours de cette
maladie, diminuant 1’absorption intestinale des PL et du cholestérol [Nouri-Sorkhabi 2000]
[Mathias 1981].

3-2-2) Anomalies de la phase micellaire

La sécrétion biliaire est également touchée quantitativement avec un flux biliaire
diminué : un tiers des enfants FK présentent des taux d’acides biliaires diminués dans le
duodénum [Robb 1985]. De plus, il existe des anomalies qualitatives avec une composition
altérée de la bile (augmentation du rapport Glycine/Taurine) [Robb 1985] d’ou des
propriétés de solubilisation modifiées chez les patients FK puisque les acides biliaires
conjugués a la taurine sont plus efficaces pour solubiliser les graisses. Enfin, il existe une
malabsorption intestinale des acides biliaires compromettant 1’efficacité du cycle
entérohépatique des acides biliaires [Weber 1973] [Goodchild 1975] [O’Brien 1993]
[Walters 1998].

3-2-3) Autres anomalies

Enfin, bien que la majorité des patients présente une histologie de la muqueuse
intestinale normale [Freye 1964], quelques anomalies & type d’atrophie duodénale et
d’hyperplasie jéjunale ont été décrites chez 1’animal et chez ’humain [Kent 1996] [Cox

1982] [Van Biervliet 2003]. De plus, on peut noter fréquemment la présence d’un mucus
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épaissi recouvrant la bordure en brosse, ce qui pourrait interférer avec la phase absorptive
[Freye 1964].

3-3) HYPOTHESES

Dans la FK, la malabsorption des graisses est donc multifactorielle comme nous
venons de le détailler. Cependant, ces facteurs intraluminaux, en particulier I’insuffisance
pancréatique, ne suffisent pas a expliquer ’ensemble de la malabsorption intestinale. En
effet, 95% des patients FK présentent une stéatorrhée au moment du diagnostic malgré les
importantes capacités fonctionnelles du pancréas et la grande efficacit¢ de sa lipase
[Zentler-Munro 1985]. D’autre part, la malabsorption des graisses touche plus de la moitié
des enfants des I’4ge de 2 mois [Bronstein 1992]. Cette précocité suggeére que 1’insuffisance
pancréatique n’est pas seule responsable de la stéatorrhée. Les traitements substitutifs par
enzymes pancréatiques, bien qu’ayant grandement améliore la stéatorrhée, ne réussissent
pas a la corriger totalement : 10 a 20% des graisses consommeées ne sont toujours pas

absorbées chez certains patients [Zentler-Munro 1985] [Carroccio 1992].
e Hypothése 1

En plus des anomalies intraluminales (insuffisance pancréatique et anomalies
biliaires), des anomalies intraentérocytaires pourraient participer activement a la
malabsorption intestinale des lipides au cours de la fibrose kystique.

D’ou notre hypotheése principale qu’il existe chez les patients FK carencés en AGE
une altération des étapes intraentérocytaires régulant 1’absorption des lipides, notamment de
I’estérification des triglycérides, des phospholipides, des esters de cholestérols en plus de la
biosyntheése des apolipoprotéines. L’ensemble de ces anomalies intracellulaires pourrait
entrainer une altération de 1’assemblage et de la sécrétion des chylomicrons, augmentant la
malabsorption des graisses. Ces anomalies pourraient étre particuliérement observées chez

des patients FK déja carencés en AGE.
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e Hypothése 2

S'il existe des anomalies de la phase intraentérocytaire de l’absorption des lipides,
un dysfonctionnement de la MTP pourrait éventuellement étre implique.

En effet, le role essentiel de la MTP dans ’absorption intestinale des lipides est
clairement démontré par sa mutation dans 1’abétalipoprotéinémie qui s’accompagne d’une

stéatorrhée massive, d’une hypocholestérolémie et d’une hypotriglycéridémie.

IV) POLE BASOLATERAL: ETUDE DES CONSEQUENCES CLINIQUES
D’UN DEFICIT DE SECRETION DES CHYLOMICRONS AU COURS DE
LA MALADIE DE RETENTION DES CHYLOMICRONS, CORRELATION
GENOTYPE - PHENOTYPE

4-1) INTRODUCTION

Aprés avoir étudié la phase absorptive du pdle apical, puis les mécanismes
intraentérocytaires, nous aborderons la derniére étape : la sécrétion des lipides au podle
basolatéral. Comme nous 1’avons souligné dans l’introduction, les lipoprotéines (LP)
contenant 1’ ApoB occupent une place centrale dans le transport des lipides alimentaires. Si
le foie produit essentiellement des VLDL contenant de 1’ApoB 100, I’intestin humain
synthétise principalement des chylomicrons qui possédent I’ApoB48. Ce sont ces
chylomicrons qui vont nous intéresser plus particuliérement dans ce chapitre. Nous avons
déja abordé au chapitre 1-3-3) les 3 étapes clefs de la sécrétion des chylomicrons :
1) synthése de I’ ApoB 48 sans laquelle le chylomicron ne peut s’assembler ; ii) lipidation de
I’ApoB 48 par la MTP pour protéger cette apolipoprotéine d’une dégradation ; et enfin, iii)
le transport du préchylomicron par les vésicules COPII, sous la dépendance de la protéine
Sarl GTPase, depuis le réticulum endoplasmique vers I’appareil de Golgi, ou les
lipoprotéines subiront les derniéres étapes de maturation (glycosylation) qui permettront
leur sécrétion dans le systéme lymphatique. La perturbation d’une seule de ces 3 étapes
entraine une diminution de la sécrétion d’ApoB 48 et des chylomicrons, résultant en une

malabsorption des lipides.



59

4-2) GENETIQUE ET PHYSIOPATHOLOGIE DES HYPOCHOLESTEROLEMIES FAMILIALES

4-2-1) Abétalipoprotéinémie

Dans les biopsies intestinales de patients atteints de AB, la grande sous-unité de
97kD de la MTP est absente alors que la PDI reste détectable [Wetterau 1992] et 1’activité
de transfert des TG est annulée. Le géne de la MTP est situé sur le chromosome 4 et
organisé en 18 exons [Sharp 1994]. Il est exprimé a un niveau élevé dans I’entérocyte et
I’hépatocyte, a un niveau moyen dans le sac vitellin pendant I’embryogénése et & un niveau
faible dans le rein et le muscle cardiaque [Wettereau 1992] [Nielsen 1998]. Une trentaine
de mutations sur le géne de la grosse sous-unité ont été décrites, entrainant le plus souvent
une protéine tronquée [Berriot-Varoqueaux 2000]. La conséquence est une absence

compléte des lipoprotéines contenant 1’ ApoB : chylomicrons, VLDL et LDL.

L’étude des familles démontre un mode de transmission autosomique récessif, le

bilan lipidique des sujets hétérozygotes étant normal dans la plupart des cas.

L’AB se manifeste dés ’enfance et peut revétir des formes variées. La présentation
la plus commune associe : malabsorption intestinale des lipides avec diarrhée, rétinite
pigmentaire, acanthocytose, dégénérescence spinocérébelleuse, profonde

hypocholestérolémie, hypotriglycéridémie et déficit en vitamines liposolubles.

4-2-2) Hypobétalipoprotéinémie

Cette maladie se transmet sur un mode autosomique dominant, ce qui explique la
présence d’anomalies lipidiques chez 1’un des parents du sujet atteint. Notons que la moitié
environ des cas d’hypobétalipoprotéinémies n’a pas de cause génétique identifiée [Wu
1999]. Cependant, des anomalies ont été identifiées au cours des derni¢res années. Plus de
40 mutations du géne de I’ApoB localisé sur le chromosome 2 ont été décrites [Schonfeld
2003]. Ces mutations entrainent le plus souvent I’apparition d’un codon stop qui provoque
la synthése d’une protéine tronquée. Les troncatures sont exprimées en pourcentage de la

longueur de 1’ApoB100, elles varient de ApoB2 & ApoB89 et sont identiques a la partie
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amino-terminale de I’ApoB100. Ainsi, dans le plasma de ces patients on peut retrouver en
méme temps 3 types de LP distinctes contenant soit 1’ApoB100, soit I’ ApoB48, soit enfin
I’ApoB tronquée [Wagner 1991]. Il est intéressant de noter que les Apo inférieures a
I’ApoB27.6 ne sont pas détectables dans le plasma du fait d’un taux de production faible et
d’un taux de clearance élevé [Huang 1989] [Collins 1988]. L’entérocyte ne produit que des
troncatures d’une taille inférieure a I’ ApoB48, alors que 1’hépatocyte peut synthétiser toutes
les longueurs. Cette différence est trés certainement liée a l’existence du processus
d’éditing de ’ARNm de I’ApoB100 qui n’existe que dans I’intestin [Krul 1992]. Au niveau
du métabolisme on peut souligner que le taux de sécrétion de 1’ApoB tronquée est plus
faible que celui de I’ApoB100. Cette diminution est d’autant plus marquée que la forme
tronquée est courte. La production d’ApoB100 diminue de 15% lors de la ~ ApoB89 mais
elle est abaissée de 85% lorsqu’il s’agit de la ApoB40. De plus, la mutation entraine
également une baisse du taux de sécrétion de I’ApoB100 elle-méme par rapport a des sujets
contréles. Ces deux anomalies de sécrétion provoquent une baisse de 1’ApoB totale chez
ces patients hétérozygotes. Cependant, de maniére étonnante, il ne semble pas exister le
plus souvent de corrélation entre le phénotype et la longueur de I’ApoB tronquée, bien que

certains cas cliniques suggerent le contraire [Wagner 1991].

Il existe une hétérogénéité génétique dans cette maladie. Chez 7 familles de patients
atteints d’hypoB mais ne présentant pas d’ApoB tronquée, les études génétiques retrouvent
un locus de susceptibilité sur le chromosome 3, donc hors du géne de I’ ApoB, sans qu’un
géne précis soit encore identifié [Pulai 1998] [Yuan 2000] [Neuman 2002]. Enfin d’autres

patients n’ont aucune liaison avec ces deux chromosomes (2 et 3) [Schonfeld 2003].

Cliniquement, on distingue d’une part les patients homozygotes « alléle nul » chez
lesquels I’ApoB est totalement absente et qui ont un phénotype proche de celui de I’AB
bien que les signes neurologiques apparaissent un peu plus tardivement ; d’autre part, les
patients homozygotes mais ayant une ApoB tronquée plasmatique détectable. Ces derniers,
tout comme les patients hétérozygotes, sont généralement asymptomatiques mais leur LDL-
Cholestérol est quand méme abaissé. La forme hétérozygote est fréquente, estimée entre
1/500 et 1/1000 en occident [Linton 1993]. Soulignons que !’ensemble des patients
hétérozygotes avec mutation prouvée du géne de I’ ApoB ne présente aucune stéatorrhée, ni

complication neuro-ophtalmique, ni muqueuse duodénale blanchitre a 1’endoscopie.
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L’hypocholestérolémie résulte, non pas d’une malabsorption intestinale des graisses, mais
d’anomalies du métabolisme des lipoprotéines : diminution de synthése et de sécrétion
et/ou augmentation du catabolisme des apolipoprotéines [Parhofer 1991], ainsi que
diminution de la charge lipidique des LP circulantes [Graham 1991] [Mc Leod 1994]
[Spring 1992]. Notons, cependant, que certaines familles qui se présentent comme des
HypoB hétérozygotes mais sans anomalie du géne de I’ApoB, ont des troubles
neurologiques bien que parfois différents des troubles observés lors de carence en vitamine
E [Aggerbeck 1974] [Andersen 1979] [Araki 1991] [Brown 1979] [Mawatari 1972] [Tamir
1976] [Welty 1991]. I1 est particulicrement intéressant de noter que les patients
hétérozygotes ont une espérance de vie allongée et un taux de morbidité plus bas que la
population générale [Granot 1989] [Levy 1994]. Cependant, d’autres études rapportent une
incidence augmentée pour certains types de cancers ou de maladies pulmonaires et
digestives sans qu’une explication puisse étre identifiée pour I’instant [Simes 1994] [Iso
1994]. Le déficit en anti-oxydants liposolubles (vitamine E) pourrait étre évoqué comme

une cause favorisante.

4-2-3) Rétention de chylomicrons ou maladie d’Anderson

Les études génétiques de patients souffrant de rétention de chylomicrons permirent
récemment de trouver un locus anormal sur le chromosome 5 correspondant au géne
SARA2 codant la protéine Sarl-GTPase qui contrdle le trafic intracellulaire de protéines
via les vésicules COP dépendantes [Jones 2003]. Les 8 mutations décrites entrainent une
diminution d’affinité de la protéine Sarl pour les nucléotides de guanine, d’ou une baisse
d’affinité aussi pour son substrat le GTP. Sarl n’étant plus fonctionnel, la formation des
vésicules COPII dépendantes ne peut étre initiée et la membrane du RE devient incapable
de bourgeonner. Les étapes de formation des vésicules Copll sont résumées dans les 2
figures ci-dessous. Ainsi apparait un déficit sélectif en ApoB48, non par défaut de synthése

ou dégradation prématurée, mais par diminution de sécrétion.
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Figure 10 Etapes initiales d'activation de Sarlb

Sec 13:3ip-  Sec13:31p

REL,
fumen
GTP

Adapté de Barlowe C 2002 Curr Opin Cell Biol

Légende : L’échange du GDP pour GTP permet le recrutement d’un premier complexe
protéique (Sec 23-24p). Ce complexe induit la polymeérisation avec d’autres Sarl-Cec 23-
24p et permet le recrutemetn d’un autre complexe (Sec 13-31p).

Figure 11 Etape de bourgeonnement de la membrane du RE

Sec13:31p 4 Sec13-31p
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Adapté de Barlowe C 2002 Curr Opin Cell Biol

Légende : Le recrutement du complexe Sec 13-31p induit la polymérisation des autres
conmplexes et la déformation de la membrane du réticulum endoplasmique.
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Ces patients présentent communément une malabsorption intestinale avec
stéatorrhée, un aspect de la muqueuse duodénale en « gelée blanche » a la gastroscopie, un
retard staturo-pondéral, des signes neurologiques trés variables dont le plus commun est
une aréflexie, mais pas de rétinite pigmentaire. Les LP contenant 1’ ApoB100 sont présents
mais diminuées alors que celles contenant 1’ApoB48 sont totalement absentes. Le HDL-
Cholestérol est diminué, ainsi que les lipides totaux, le cholestérol, les PL et les vitamines

liposolubles. Les TG a jeun sont normaux mais ne s’élévent pas aprés repas gras.

SARA2 est exprimé dans de nombreux tissus comme le petit intestin et le foie, mais
aussi le muscle et le cerveau. Ainsi des anomalies de Sarl, qui est impliqué dans le trafic
intracellulaire de plusieurs protéines autres que les apolipoprotéines, pourraient étre
responsables, en partie du moins, des anomalies musculaires et neurologiques rencontrées
chez les patients souffrant de rétention chylomicrons. Cette possibilité peut étre une des

explications possibles a I’hétérogénéité clinique des atteintes neurologiques rencontrées.

4-3) ANOMALIES BIOLOGIQUES DES HYPOCHOLESTEROLEMIES FAMILIALES :

4-3-1) Bilan lipidique

Si ces trois maladies génétiques partagent certaines anomalies communes du bilan
lipidique, chacune présente des particularités dans I’intensité ou le type de ces anomalies.
Parmi les troubles communs, nous relevons une baisse générale des lipides ; abaissement du
cholestérol total, de I’apoB et une diminution du LDL-C plus importante que celle du HDL-
C. Enfin, les TG et les PL sont bas également sauf exception comme nous allons le voir. Un
¢lément diagnostic essentiel est I’absence d’augmentation aprés charge orale en graisse des

chylomicrons, ApoB et TG.

Dans I’AB et dans ’hypoB homozygote sans ApoB tronquée, les anomalies sont les
plus séveres. Les taux de cholestérol total sont effondrés et I’ApoB est soit indétectable,
soit se retrouve a des taux extrémement faibles. Les TG sont le plus souvent inférieurs a 10
mg/dL et les PL & 100 mg/dL. Apres épreuve de charge orale en graisse, les chylomicrons,
I’ApoB et les TG n’augmentent pas. La seule population lipoprotéique présente dans le

plasma est la fraction HDL, bien que les taux circulants soient plus bas que dans la
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population générale. Ces HDL assurent alors le transport des lipides d’oti leur composition
anormalement riche en cholestérol, PL, TG et vitamine E, ce qui explique leur taille
habituellement augmentée. Ces HDL présentent des anomalies quantitatives mais aussi
qualitatives de leur composition en lipides et en apolipoprotéines, comme un
enrichissement en ApoE de deux fois la normale [Blum 1982] [Deckelbaum 1982] [Tkewaki
1994]. Ainsi, les niveaux plasmatiques d’ApoE sont normaux alors que ceux d’ApoAl et
All sont abaissés d’un tiers ou de la moitié [Shepherd 1977]. Enfin, les autres Apo (AIV,
CI, CII et CIII) sont également abaissées [Glickman 1991] [Illingworth 1981].

Dans I’HypoB homozygote avec ApoB tronquée, bien que les taux de cholestérol
total et de LDL-C soient aussi effondrés que dans la forme homozygote sans troncature,
I’ ApoB par contre est mesurable bien que trés faible (souvent < 10 mg/dL), on peut detecter
les deux formes (ApoB100 + ApoB tronquée). Les TG sont normaux a jeun et peuvent
augmenter aprés épreuve de charge [Gabelli 1996 1996 11189 Baggio]. Enfin, les niveaux
de HDL sont trés variables selon les patients (de 20 a 80 mg/dL).

Dans I’HypoB hétérozygote, le cholestérol total, le LDL-C et I’ApoB sont diminués
environ de moitié par rapport aux sujets contrdles. Les TG sont abaissés mais de manicre
variable selon les études. Les HDL varient selon le type de mutation, pouvant étre abaissés,
normaux ou méme augmentés [Farese 1992 33 569 Pierotti] [Ruotolo 1998 137 125
Zanelli].

Dans la MRC, le cholestérol total est diminué mais pas effondré (>50 mg/dL). Les
LP contenant I’ApoB48 sont absentes (CM) alors que celles synthétisées avec 1’ ApoB100
sont présentes mais abaissées (VLDL, LDL). Le HDL-C est abaissé de moitié, ainsi que
I’ ApoAl Enfin, les TG a jeun sont normaux mais n’augmentent pas apres la charge orale
en graisse, et il n’y a pas de CM, ni d’ApoB48 sécrétés dans la circulation. Les PL sont
aussi diminués et n’augmentent pas non plus aprés le repas gras. Enfin, les HDL sont

abaissés.
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4-3-2) Vitamines liposolubles

Les troubles dans le statut en vitamines liposolubles retrouvés dans ces 3 maladies
sont la conséquence de la malabsorption intestinale des lipides et de la baisse des LP
capables de transporter ces vitamines. Cependant, le degré de carence n’est pas le méme
pour toutes ces vitamines. En effet, si les taux plasmatiques de vitamine E et de S-caroténe
sont toujours trés bas chez les patients avec AB ou hypoB homozygote, les autres vitamines
A, K et D ont des taux proportionnellement plus élevés. Cette différence peut s’expliquer
par DPexistence de transporteurs sériques spécifiques indépendants des LP pour les
vitamines A, et D ; ainsi que par la synthése endogéne cutanée pour la vitamine D par

exemple.

La vitamine E est toujours basse en plasmatique dans I’AB, une diminution est
observée des la naissance [Muller 1983], démontrant que la carence est secondaire surtout a
des anomalies de transport [Kayden 1993]. Ceci explique pourquoi les complications de la
carence apparaissent plus tét que dans les pathologies ou prédomine une carence par
malabsorption intestinale pure, comme la fibrose kystique par exemple. En effet,
I’absorption intestinale, la sécrétion et le transport plasmatique de la vitamine E est
dépendante tout d’abord des chylomicrons, cette vitamine n’ayant pas de transporteur
plasmatique spécifique connu. Au cours de la lipolyse des chylomicrons, une partie de la
vitamine E est distribuée aux tissus, puis la vitamine restante est internalisée dans le foie
avec les remnants avant d’étre resécrétée dans les VLDL pour étre acheminée a nouveau
aux tissus via essentiellement les LDL. Cette resécrétion semble étre un phénomeéne
continu. Il est intéressant de noter que 1’absorption intestinale de la vitamine E, comme son
incorporation aux chylomicrons, ne sont pas spécifiques d’une forme particuliére (o ou -
tocophérol, RRR ou SSR-a-tocophérol). Par contre, le foie rejette préférentiellement I’o-
tocophérol lors de la sécrétion des VLDL. Cette incorporation sélective explique le
maintien d’o~tocophérol plasmatique a des taux constants chez le sujet sain : 80 4 90% de la
vitamine E sérique est sous forme d’ a-tocophérol, 5 a 18% de y-tocophérol et 3 a 9% de 3-
tocophérol [Traber 1990]. Dans les pathologies ou I’ ApoB est absente, les HDL deviennent

la seule source de vitamine E et ils s’enrichissent a des taux supra physiologiques.
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Cependant, les taux de HDL étant souvent abaissés ils ne peuvent compenser completement

la carence des LP riches en apoB.

4-3-3) Acides gras essentiels

Les anomalies des acides gras les plus fréquemment rapportées comprennent une
diminution de I’acide linoléique au niveau plasmatique et tissulaire (membrane des GR,
tissu adipeux et foie) mais sans diminution de son métabolite, I’AA du moins au niveau
plasmatique [Frezal 1961] [Jones 1967] [Ways 1963] [Isselbacher 1964]. Pourtant, ces
sujets ne présentent habituellement pas de déficit important en AGE puisqu’ils ne
démontrent pas de signes cliniques de carence, et que leur ratio triéne / tétracne est
habituellement non augmenté. Soulignons que, d’une part, le coefficient d’absorption
intestinal des graisses est diminué de moitié mais non nul, et que, d’autre part, la
supplémentation orale en AGE (18 :2 w6) permet d’augmenter les taux plasmatiques sans
toutefois les normaliser [Jones 1967] [Kayden 1980] [MacGilchrist 1988]. Ainsi, des voies
de sécrétion des AGE indépendantes de I’ ApoB semblent probables.

Notons que les différences dans le statut en AGE entre les différentes
hypocholestérolémies familiales sont assez mal documentées a travers la littérature. Nous
pouvons noter en ce qui concerne la MRC que la plupart des cas rapportés ne présentent pas
d’anomalies sauf dans une cohorte canadienne ou existe un déficit en acide linoléique et

AA [Levy 1987].

4-3-4) Acanthocytose

L’acanthocytose désigne la déformation en spicules de la membrane des
érythrocytes. Les acanthocytes sont pathologiques lorsqu’ils touchent plus de 5% des
globules rouges (GR). Dans I’AB et ’hypoB homozygote sans apoB tronquée, cette
déformation se retrouve de maniere constante, le plus souvent a des taux élevés (de la
moitié & deux tiers des GR sont touchés) et est irréversible. Par contre dans les autres

formes d’hypoB, I’acanthocytose est exceptionnelle et seulement a des taux bas. Enfin, elle
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existe aussi exceptionnellement dans la MRC. Notons, cependant, que cette déformation
des membranes érythrocytaires n’est pas spécifique aux hypocholestérolémies familiales
puisqu’on la retrouve dans d’autres pathologies comme des syndromes sévéres de carence
en vitamine E ou certaines maladies neurologiques d’origine génétiques [Danek 2005].
Cette anomalie pourrait étre due a une diminution de la fluidité de la membrane des GR
suite aux modifications de ses PL (augmentation du rapport sphingomyéline/lécithine,
diminution en acide linoléique et arachidoniques, augmentation en acides gras saturés)
[Bach 1967] [Phillips 1962] [Ways 1963]. Cependant, le réle direct du déficit en vitamine E

dans la physiopathogenése des acanthocytes demeure controversé [Cooper 1977].

4-4)  SIGNES CLINIQUES

4-4-1) Physiopathologie des anomalies cliniques

Le déficit en vitamines liposolubles (A, D, E, K) s’observe le plus souvent chez des
patients qui souffrent d’une malabsorption intestinale des lipides: fibrose kystique,
cholestase, gréle court, AB, hypoB et rétention de chylomicrons. Parmi ces vitamines, la
vitamine E est particuli¢rement abaissée chez les patients souffrant d’hypocholestérolémie
familiale. La vitamine E est I’un des principaux antioxydants liposolubles protégeant
I'intégrité des membranes cellulaires contre la peroxydation ; elle agit aussi pour stabiliser
les membranes biologiques et intervient dans la régulation de différents systémes
enzymatiques. Plus récemment a été identifié un role de régulation spécifique des fonctions
structurales de la cellule : adhésion, prolifération et apoptose [Stocker 2000]. L’ importance
du rdle antioxydant de la vitamine E dans la physiopathologie des symptémes cliniques est
suggérée par la présence de dépdts de lipofuscine dans différents tissus: muscle strié
squelettique, muscle lisse de la paroi intestinale et du myocarde, foie, rétine, moelle
épinicre [Berriot-Varoqueaux 2000]. En effet, ce pigment est un indicateur de la
peroxydation lipidique et peut résulter de 1’attaque de la membrane mitochondriale par des
radicaux libres secondairement a une carence en antioxydant comme la vitamine E [Bieri

1984].
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4-4-2) Formes cliniques classiques

Les signes cliniques varient selon les 3 maladies étudiées comme nous [’avons
rapidement évoqué dans la premiere partie. On peut cependant relever les signes suivants

qui surviennent avec des intensités variables selon les patients :
e Les signes gastrointestinaux

Une intolérance aux graisses avec stéatorrhée et diarrhée est le premier signe a
apparaitre chez 1’enfant aprés sa naissance. La malabsorption entraine une cassure staturo-

pondérale dés la petite enfance pour I’AB, I’hypoB homozygote et la MRC.

Le foie est le plus souvent normal, mais une hépatomégalie avec stéatose et
éventuellement une 1égére cytolyse peut se rencontrer. A noter, de rares cas de cirrhose ont

été rapportés [Partin 1974] [Illingworth 1980] [Avigan 1984].
e Les signes neurologiques et musculaires

La carence en vitamine E entraine une diminution de sa concentration dans les
fibres nerveuses périphériques [Traber 1987]. Cette diminution semble précéder la
dégénérescence axonale. Les signes neurologiques principaux sont les plus marqués dans
I’AB et I’hypoB homozygote : vers I’4ge de 5 ans, perte des réflexes achilléens; puis entre
10 et 20 ans démyélinisation périphérique et centrale provoquant une diminution de la
proprioception, une dysarthrie et une ataxie. Les potentiels évoqués et I’électromyogramme

retrouvent une baisse des potentiels d’action sensoriels précédant les signes cliniques.

Une atteinte musculaire peut survenir. Il s’agit non seulement d’une atteinte
neurologique mais aussi d’une myopathie primitive avec anomalie structurelle des fibres
musculaires, faiblesse musculaire et augmentation plasmatique des enzymes (Créatine
Kinase) [Hegele 1985]. Elle se retrouve dans les 2 formes sévéres d’hypocholestérolémie

ainsi que dans la MRC.

Enfin, dans I’AB et I’hypoB homozygote, une dégénérescence rétinienne

pigmentaire décelable au rétinogramme dés I’dge de 1 an [Muller 1977] et au fond d’ceil
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dés 2 ou 3 ans est responsable d’une diminution de I’acuité visuelle, de la vision nocturne

entre 0 et 10 ans, elle évolue rarement jusqu’a la céciteé.
e Les signes hématologiques

Une acanthocytose est toujours retrouvée dans I’AB et ’'HypoB homozygote et elle
touche plus de la moitié des érythrocytes, mais elle est moins fréquente et moins prononcée
dans la rétention de chylomicrons. Elle constitue une aide au diagnostic précieuse dans

certains cas.

Des anomalies de la coagulation vitamine K sensibles peuvent survenir y compris

dans I’enfance pour les cas d’AB [Caballero 1980].
e Les signes cardiaques

Une cardiomyopathie dont la fréquence n’est pas connue se retrouve chez certains
patients avec AB, ainsi qu’une fibrose myocardique ou péricardique avec accumulation de

lipofushine.

4-4-3) Hétérogénéité clinique :

Pour expliquer les différences observées tant en intensité que dans la nature des
symptémes neurologiques observés on peut proposer plusieurs hypothéses : des apports
nutritionnels ainsi qu’une compliance au traitement substitutif variables. Ces deux données

s’averent trés difficiles a mesurer en pratique.

A T’état physiologique, la voie principale d’apport en vitamine E se fait par les LDL
via leur récepteur membranaire. En 1’absence de LDL, le transfert d’o-tocopherol & partir
des HDL ou aprés leur internalisation est probable. Cette voie serait surtout importante pour
le foie et les surrénales [Kayden 1993]. Des anomalies ou un polymorphisme du récepteur
ApoE des HDL pourrait rendre compte de variation entre individus atteints d’une méme

maladie hypocholestérolémiante.

Des variations dans I’efficacité des protéines cytosoliques impliquées dans le

métabolisme de la vitamine E pourraient également expliquer partiellement I’hétérogénéité
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des signes cliniques. Ainsi 1’o~Tocopherol Transfert Protein (¢/I'TP) joue un réle dans la
sécrétion sélective de 1’a-Tocopherol par le foie [Yoshida 1992], et une mutation a son
niveau est susceptible d’entrainer une ataxie par carence en vitamine E [Ouahchi 1995].
Aucune information sur son rdle potentiel dans I’incorporation de I’a-tocopherol aux HDL
n’est disponible, mais si des sujets présentaient une capacité accrue d’incorporation ceci
pourrait compenser partiellement le défaut en LDL. Cette protéine de liaison est localisée
non seulement dans le foie, mais aussi dans le cerveau de patients atteints de différentes
pathologie : AB, ataxie-déficit en vitamine E, et des maladies neurodégénératives causées
par le stress oxydatif comme la maladie d’Alzheimer ou le syndrome de Down [Copp
1999]. Cette protéine est localisée plus précisément dans les cellules de Purkinje qui jouent
un role essentiel dans le contréle de 1’équilibre au niveau cérébelleux, or ces patients
présentent une ataxie indiquant que I’?TTP pourrait étre impliquée dans la sémiologie
neurologique des carences en vitamine E. Plus récemment, une autre protéine de liaison
avec la vitamine E a été identifiée : 1a Tocopherol-Associated Protein (TAP). Son r6le exact
n’est pas encore connu mais elle interviendrait dans le métabolisme intracellulaire de la
vitamine et, fait particulierement intéressant, elle est aussi hautement exprimée dans le

cerveau [Stocker 1999].

D’autres carences susceptibles d’affecter le systeme nerveux central peuvent
également contribuer au tableau clinique. Ainsi, un défaut bioénergétique au niveau
cérébral et musculaire est mis en évidence chez des patients hypoB avec un taux
plasmatique bas en Coenzyme Q10 associé & une altération des fonctions mitochondriales

indispensables a un fonctionnement neurologique normal [Lodi 1997].

Enfin, il y a un réle direct de la protéine mutée Sarl qui est présente dans plusieurs
tissus comme le muscle. Une corrélation entre le type de mutation et le phénotype aurait

alors un impact direct possible.
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4-5) HYPOTHESES

e Hypothése 1

Compte tenu du faible nombre de mutations publiées, il est probable que de

nouvelles mutations de SARA?2 restent a découvrir.

e Hypothése 2

Une corrélation entre génotype et phénotype n’a jamais été recherchée. La mise en
évidence de mutations entrainant une expression clinique plus sévere pourrait aider a
déeterminer les parties fonctionnelles essentielles de la protéine mutée, et orienter la prise

en charge clinique.

o Hypothése 3

Il n’existe pas actuellement de recommandations spécifiques pour la prise en
charge de cette maladie rare. Comparer deux cohortes (une frangaise et une canadienne)
ayant eu des prises en charge thérapeutiques différentes apporterait des éléments

permettant d’élaborer de telles recommandations.
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ABSTRACT

Cholesterol uptake and the mechanisms that regulate cholesterol translocation from the
intestinal lumen into enterocytes remain for the most part unclear. Since scavenger receptor
class B type I (SR-BI) has been suggested to play a role in cholesterol absorption, we
investigated cellular SR-BI modulation by various potential effectors administered in both
apical and basolateral sides of Caco-2 cells. With differentiation, Caco-2 cells increased
SR-BI protein expression. Western blot analysis showed the ability of cholesterol and
oxysterols in both cell compartments to reduce SR-BI protein expression. Among the n-3,
n-6 and n-9 fatty acid families, only eicosapentaenoic acid was able to lower SR-BI protein
expression on both sides, whereas apical a-linolenic acid decreased SR-BI abundance and
basolateral arachidonic acid raised it. Epidermal growth factor and growth hormone, either
in the apical or basolateral medium, diminished SR-BI cellular content, while insulin
displayed the same effect only on the basolateral side. In the presence of proinflammatory
agents (LPS, TNF-a, IFN-y), Caco-2 cells exhibited differential behavior. SR-BI was
downregulated by lipopolysaccharide on both sides. Finally, WY-14643 fibrate diminished
SR-BI protein expression when it was added to the apical medium. Biotinylation studies in
response to selected stimuli revealed that regulatory modifications in SR-BI protein
expression occurred for the most part at the apical cell surface irrespective of the effector
location. Our data indicate that various effectors supplied to the apical and basolateral
compartments may impacted on SR-BI at the apical membrane, thus suggesting potential

regulation of intestinal cholesterol absorption and distribution in various intracellular pools.
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INTRODUCTION

Cholesterol is an essential constituent of cellular membranes and also serves as a precursor

of bile acids and steroid hormones (Soccio et al., 2004). In fact, cholesterol is needed for
normal physiologic processes, but excess cholesterol production or intestinal absorption
can influence the progression of atherosclerosis by increasing plasma cholesterol levels or
by modifying the composition of lipoproteins (Mancini et al.,, 1991;Turley et al., 2003).
Until a few years ago, it was thought that passive diffusion governs intestinal cholesterol
uptake. However, several findings have very recently supported the involvement of a
protein-mediated specific process (Dawson et al., 1999). Therefore, new impetus has been
given to defining the influence of genetics, environment, hormones and drugs on dietary
cholesterol absorption with the confidence that growing knowledge on the regulation will
shed light on the inherent mechanisms and the delineation of effective pharmacological

treatments for hypercholesterolemia and the prevention of atherosclerosis.

In the small intestine, SR-BI has been found in the brush border membrane of enterocytes
(Cai et al., 2001;Hauser et al., 1998;Lobo et al., 2001), raising the possibility that it plays a
role in dietary/biliary cholesterol absorption (Krieger, 2001;Schulthess et al., 2000; Werder
et al., 2001). We recently utilized immunofluorescence staining and demonstrated that the
distribution of SR-BI appeared as a gradient, increasing from the developing crypt to the tip
of the villus (Levy et al., 2004d). In an effort to better understand the cellular localization
of SR-BI, protein A-gold immunocytochemical techniques were applied to thin sections
incubated with specific antibodies to disclose SR-BI in the human intestine. These electron
microscopic immunocytochemical studies revealed significant immunogold labelling in the
luminal region of enterocytes, particularly associated with the apical plasma membrane
lining the microvilli. The labelling of SR-BI by gold particles was also present in
endosomal invaginations and vesicles. Within the cell, this labelling, although of lower
intensity, was present in the rough endoplasmic reticulum (ER), the Golgi apparatus and
the basolateral membrane. In order to define the role of SR-BI in intestinal cholesterol
absorption, Caco-2 cells were transfected with a constitutive expression vector (pZeoSV)
containing human SR-BI cDNA inserted in the antisense orientation. As noted by
immunoblotting and Protein A-gold techniques, stable transformants contained 40, 60 and

80% the SR-BI level of control Caco-2 cells and exhibited a proportional drop in free



76

cholesterol uptake without altering the captation of phospholipids (PL) or Cholesteryl
Esters (CE). Confirmation of these data was obtained in intestinal organ culture where SR-
BI antibodies significantly lowered cholesterol uptake. These observations suggest that the
human intestine possesses a developmental and regional SR-BI pattern of distribution and

they extend our knowledge of SR-Bl-mediated cholesterol transport.

As mentioned above, SR-BI is expressed more in the apical than the basolateral membrane.
It is possible that apical SR-BI may allow the uptake of luminally-derived cholesterol,
whereas basolateral SR-BI may interact with lipoproteins originating from the circulation.
In support of the latter assumption, early observations documented that intestinal epithelial
cells bind apolipoprotein A-I and High-Density Lipoproteins (HDL) via a receptor-
mediated process at the basolateral membrane (Kagami et al., 1984;Suzuki et al,
1983;Sviridov et al., 1986). In this case, the vectorial distribution of SR-BI would
contribute to the cellular polarity of enterocyte lipid metabolism. For example, previous
studies reported that plasma free fatty acids (FAs) were primarily oxidized or incorporated
into PL in rats and human small gut mucosa (Gangl et al., 1975b;Gangl et al., 1978),
whereas free FA absorbed from the intestinal tract were mainly incorporated into
triacylglycerols (TG) (Gangl et al., 1975a). This may be related to several factors, including
differences in the plasma membrane composition between the apical and basolateral
domains of the enterocytes (Brasitus et al., 1980;Trotter et al., 1991). To our knowledge,
neither the modulation of SR-BI in intestinal cells, nor the asymmetrical regulation of

protein expression has been addressed.

The purpose of the present investigation was to test the hypothesis that the protein
expression of SR-BI in intestinal epithelial cells is highly modulated by various stimuli.
This study attempted in particular to detail cellular SR-BI regulation in response to the
administration of various effectors in the apical and basolateral sites, including nutrients
(sterols and FAs), hormones known as modulators of brush border digestive functions
[epidermal growth factor (EGF), insulin, growth hormone (GH)], the microbial glycolipid
lipopolysaccharide (LPS), an essential constituent of the outer cell membrane of all Gram-

negative bacteria localized in the intestinal lumen, which plays a central role in the
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transcriptional activation of host defence mechanisms, and inflammatory cytokines and
drugs capable of influencing cholesterol metabolism. To this end, we used the Caco-2 cells
that differentiate as enterocytes in culture, can be grown as a polarized monolayer when
seeded on porous filters on Transwell and allow access to both sides of the bipolar
intestinal epithelium. Additionally, experiments were performed to determine whether a
number of effectors favor asymmetry with respect to the apico-basal distribution of SR-BI

using the biotinylation technique and simultaneously impact on cholesterol uptake.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Caco-2 cells were grown at 37°C with 5% CO; in minimum essential medium (MEM,;
GIBCO-BRL, Grand Island, NY), containing penicillin/streptomycin (100 kU/L) and MEM
nonessential amino acids (0.1 mmol/L), and supplemented with 10% decomplemented fetal
bovine serum (FBS; Flow, McLean, VA). Caco-2 cells (passages 30-40) were maintained in
17.5 cm? flasks (Corning, N'Y). Cultures were split (1:3 to 1:6) when they reached 70-90%
confluence, using trypsin-EDTA (50 g/L-0.5 mmol/L; GIBCO-BRL). For individual
experiments, cells were plated at a density of 1 x 10° cells/well on 24.5 mm polycarbonate
Transwell filter inserts with 0.4 pm pores (Costar, Cambridge, MA), in MEM
supplemented with 5% FBS. The inserts were placed into six-well culture plates, permitting
separate access to the upper and lower compartments of the monolayers. Cells were
cultured for 21 days, at which time the Caco-2 cells are highly differentiated and suitable
for lipid transport, synthesis and metabolism (Courtois et al., 2000;Levy et al., 1995). The
medium was refreshed every second day. Transepithelial resistance, an index of cell
confluence and tight junction formation, was evaluated using a Millicel-ERS apparatus

(Millipore, Bedford, MA).

Cell-Surface Biotinylation of Caco-2 Cells

All stages of this procedure were performed at 4°C. Following incubation with various
stimuli in the apical and basolateral compartments, Caco-2 cells on filters were washed
with ice-cold phosphate-buffered saline (containing 1 mmol/L CaCl; and 1 mmol/L MgCl,)
and biotinylated for 1 h through exposure to 1 mg/ml biotinamidocaproate N-
hydroxysuccinimide ester (Sulfo-NHS-biotin, Pierce Biotechnology, Rockford, IL) in
dimethylformamide (40 mmol/L) present in the medium bathing the apical or basolateral
surfaces. At the end of the incubation period, cells were washed twice in ice-cold PB and
twice more with iodoacetamide buffer (50 mmol/L iodoacetamide in PBS) to remove
excess biotin from the cell surface and quench its activity, respectively. Cells were
subsequently lysed with 0.5 ml of precipitation assay buffer (pH 8.0) consisting of 50
mmol/L. Tris, 150 mmol/L NaCl, 1% (v/v) Nonidet P-40, 0.5% (v/v) deoxycholic acid,
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0.1% (v/v) SDS, and EDTA-free complete protease inhibitor mixture, which included 0.2
mmol/L. PMSF, 0.002 mmol/LL pepstatin A, and 0.01 mmol/L leupeptin. The collected
lysate (1 mg/ml) was centrifuged at 10,000 x g for 30 min to pellet debris. Biotinylated
proteins were recovered by rotating the clear lysate for 2 h with 200 pl of streptavidin-
agarose beads (ImmunoPure ® Immobilized Streptavidin; Pierce) suspended in 0.01 mol/L
NaPOy, 0.15 mol/L NaCl (pH 7.2). The beads were recovered by centrifugation for 1 min at
10,000 x g and washed twice in phosphate-buffered saline using rotation and centrifugation.
Bound proteins were eluted from the beads in Laemmli sample buffer by repeated rounds
of agitation and boiling, separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred to nitrocellulose membranes as described later in this section. Transfers were
probed with antibody SR-BI. Specific staining was visualized by the Enhanced
Chemiluminescence technique (Amersham Corp.). For quantitation of the biotinylation

experiments, bands were scanned with a laser densitometer.

Western Blot Analysis

Cells were harvested after incubation with cholesterol (50 umol/L), 7-ketocholesterol (50
pumol/L), methyl B-cyclodextrin (5 mmol/L), oleic acid (0.5 mmol/L), linoleic acid (0.5
mmol/L), arachidonic acid (0.5 mmol/L), a-linolenic acid (0.5 mmol/L), eicosapentanoic
acid (0.5 mmol/L), docosahexaenoic acid (0.5 mmol/L), insulin (30 mU/ml), EGF (50
ng/ml), GH (5 ng/ml), LPS (5 ng/ml), Interferon-y (IFN-y) (5§ IU/ml), TNF-a (10 ng/ml),
and Fibrate WY-14643 (100 umol/L) applied either to the apical or the basolateral side.
Cells were lysed and rinsed in phosphate-buffered saline (PBS). Lysis buffer consists of
TBS, 5 mmol/L EDTA, 0.2% SDS, 1% Triton, 0.5% sodium desoxycholate and a cocktail
of protease inhibitors (PMSF, BHT and pepstatin). The buffer was added to the cells and
placed on ice for 10 min. All lysates were sonificated for 10 sec and then centrifuged for 10
min at 4°C. The supernatant was collected and stored at -80°C. The protein concentration
was measured spectrophotometrically using protein standard (Biorad). To assess the
presence of SR-BI and evaluate its mass, Caco-2 cells were homogenized and adequately
prepared for Western blotting as described previously (Levy et al., 2001;Levy et al., 2002).
Proteins were denatured in sample buffer containing SDS and B-mercaptoethanol,

separated on a 4-20% gradient SDS-PAGE and electroblotted onto nitrocellulose
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membranes. Non-specific binding sites of the membranes were blocked using defeated milk
proteins followed by the addition of primary antibodies directed against SR-BI. The
relative amount of primary antibody was detected with species-specific horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody. One of the most commonly used reference
proteins is f-actin for endogenous controls. In the present study, B-actin has been
scrutinized under the influence of the various stimuli employed for the regulation of SR-BI
and was found constant irrespective of the stimuli tested, which allowed us to assume that
no significant, quantitative changes occurred at the different experimental conditions.
Blots were developed and the mass of SR-BI was quantitated using an HP ScanJet scanner
equipped with a transparency adapter and software. Control SR-BI values were set at about
4000 arbitrary units after the background was substrated from control and test

measurements.

[*C]-Cholesterol Uptake

To study cholesterol uptake, ['*C]-cholesterol (10 1Ci), was added as a mixed bile salt
micelle (6.6 mmol/L sodium taurocholate, 1 mmol/L oleic acid, 0.5 mmol/L monoolein, 0.1
mmol/L cholesterol and 0.6 mmol/L phosphatidylcholine) (Levy et al., 2004c). Caco-2 cells
were incubated at 37°C for 4 h.

Statistical Analysis
Results are reported as mean + SEM of at least triplicate samples representative of not less
than three separate experiments. Statistical analyses were performed using a Student's -

test.
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RESULTS

The first issue addressed by our studies was to explore whether a difference could be noted
in the expression of SR-BI amount depending on the maturity of cell differentiation.
Indeed, a higher level of SR-BI was found in confluent, more differentiated cells than that
in the dividing 50% confluent cells (Figure 1). Thus, increased intestinal epithelial cell
differentiation could upregulate the protein expression of SR-BI. Therefore, we decided to
carry out the next experiments, aimed at evaluating SR-BI regulation, using fully
differentiated Caco-2 cells. Interestingly, the membrane distribution of SR-BI in
differentiated Caco-2 cells showed that 58% was located in the apical site versus 42% in
the basolateral membrane.

We also established the experimental conditions to examine SR-BI modulation in
differentiated Caco-2 cells. Preliminary data with different periods of incubation and
concentrations of effectors revealed that the time length of 4-h culture and the quantities of
stimuli indicated in the present work were suitable for the study of SR-BI regulation
(Results not shown). SR-BI values for most stimuli were situated at the initial linear

portions of the activity curves when various concentrations were tested.

To determine the effects of sterols on SR-BI protein expression, Caco-2 cells were
separately cultured with cholesterol (50 pmol/L) and 7-ketocholesterol (50 pmol/L) for 4 h
at 37°C. Sterol-containing micelles were added to the apical compartment, whereas
identical concentrations of sterols in albumin solution were administered to the basolateral
chamber. At the end of the incubation period, cell lysates were generated, resolved by SDS-
PAGE and immunoblotted with SR-Bl-specific antibodies. Regardless of the site of
supplementation, both cholesterol and 7-ketocholesterol down-regulated SR-BI protein
expression compared with control cells (Figure 2). A similar trend in SR-BI expression was
observed following exposure of Caco-2 cells to methyl B-cyclodextrin, a cholesterol-

sequestering agent from membranes (Figure 3).

We next tested the influence of FAs on SR-BI protein expression. In particular, it was of
interest to ascertain whether different polyunsaturated FA families display distinct effects

on SR-BI. The supplementation of intestinal cells with arachidonic acid (AA, 20:4n-6) in
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the basolateral compartment raised SR-BI expression (Figure 4), while oleic acid (18:1n-9)
and linoleic acid (18:2n-6) did not alter the amount of SR-BI protein in comparison with
untreated Caco-2 cells (data not shown). Similarly, a variation in SR-BI protein expression
was also observed in response to n-3 FAs, depending on the route of supplementation. o-
linolenic acid (ALA. 18:3n-3) decreased SR-BI abundance only when it was added to the
apical compartment, whereas eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) was able to reduce SR-
BI protein expression on both sides (Figure 4). Moreover, docosahexaenoic acid (DHA,
22:5n-3) could not change SR-BI protein quantity. These data point out the divergence in
SR-BI protein expression by n-3 FAs.

SR-BI protein expression was then evaluated as a function of fibrates, agonists of the
orphan nuclear receptors, i.e. peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) that
control the expression of genes involved in lipid metabolism. WY-14643, a known potent
ligand of PPAR,, at the concentration of 100 pmol/L decreased SR-BI protein expression
only when it was added to the apical compartment of Caco-2 cells (Figure 5). Therefore,
these data suggest that PPAR, is an important regulator of SR-BI protein content in the

intestine.

Since LPS produced by gram-negative bacteria is a profuse product of the normal flora that
can induce innate immune responses and may be involved in normal physiological
processes, we assessed its action on SR-BI expression. Figure 6 displays representative
Western blots of SR-BI lysates from Caco-2 cells incubated with LPS. The addition of LPS
to the apical and basolateral culture medium for 4 h at 37°C diminished SR-BI levels.

Similarly, given the potency of the proinflammatory cytokines TNF-a and IFN-y in
inducing inflammatory and physiological responses in intestinal epithelial cells, we
investigated their effects on SR-BI protein expression. Caco-2 cells cultured with 10 ng/ml
of TNF-a exhibited opposite SR-BI outcomes depending on the location of TNF-a supply
(Figure 6). A marked decrease in SR-BI cell content was noted only when IFN-y (5 IU/ml)

was supplied to the apical side.
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To assess the role of hormones in SR-BI regulation, Caco-2 cells were incubated with EGF,
GH and insulin. The presence of EGF and GH in the apical and basolateral media resulted
in a significant reduction in SR-BI protein quantity (Figure 7). In contrast, insulin displayed
a negative effect on SR-BI content in human Caco-2 cells only when it was administered to

the basolateral side.

As the above findings show, many stimuli were able to alter the total amount of the SR-
BI protein in Caco-2 cells. In order to determine whether alterations in SR-BI protein
levels were membrane domain specific, we repeated the experiments with the effectors
making a substantial impact on SR-BI expression. The apical and basolateral cell surface
proteins were then biotinylated separately and processed for immunoprecipitation, gel
electrophoresis and Western blotting. The incubation of Caco-2 cells with apical EPA,
EGF and IFN-y markedly reduced SR-BI protein mass at the apical membrane (Figure 8).
Similarly, the treatment of the intestinal cells with basolateral EPA, EGF and IFN-y
lowered SR-BI levels at the apical membrane. Limited changes were noted at the
basolateral membrane, suggesting that the regulatory modifications in SR-BI protein

expression mainly occur at the apical cell surface.

To further study the functional outcome of SR-BI modulation, ["*C]-free cholesterol
uptake was appraised following the treatment of Caco-2 cells with apical EPA, EGF and
IFN-v. The apical compartment was chosen, since most stimuli regulated SR-BI at this site.
A decreasing trend was observed in cellular cholesterol content in the presence of EPA,

EGF and IFN-y (Figure 9).
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DISCUSSION

The major transport functions expressed by gut epithelial cells are the absorption of

nutrients by apical membrane transporters and the intimate exchange with the blood
circulation via the basolateral membrane. Human intestinal epithelium is a polarized tissue
in which enterocytes have access to both an apical and a basolateral nutrient supply from
the intestinal lumen and the serosal circulation, respectively. Since SR-BI protein is mainly
associated with the apical membrane of the enterocytes and is less pronounced in the
basolateral membrane, we hypothesized that its regulation may be different depending on
the stimulus location. We, therefore, used an experimental model that makes it possible to
mimic the prevailing in vivo conditions and to determine whether the effects of different
stimuli on SR-BI protein expression are dependent on their route (apical vs. basolateral) of
delivery. With Caco-2 cells granting access to both sides of the bipolar intestinal
epithelium, not only could we demonstrate the modulation of SR-BI protein content by
lipids, hormones, chemical agents and cytokines, but we were also able to underline the

importance of the site of the stimulus in the regulation of SR-BI.

In view of the small intestine’s high capacity to absorb lipids and elaborate most of the
major lipoprotein classes and considering the well-known actions of a number of nutrients
and hormones on lipid metabolism and transport at the intestinal level, the lack of
knowledge about the modulation of SR-BI in the gut is perplexing. For the first time, the
present work attempted to detail the modulation of SR-BI in intestinal cells. According to
our data, there is a discrete regulation of SR-BI from stimuli, originating from apical and
basolateral media, such as n-3 and n-6 FAs, fibrate, cholesterol, 7-ketocholesterol, methyl
B-cyclodextrin, LPS, TNF-a, IFN-y, insulin, GH and EGF. These hormonal,
pharmacological and nutritional effectors have been selected in our experiments, since they
have been demonstrated: (i) to be present in the intestinal lumen and blood circulation with
the ability to play a central role in enterocyte cholesterol homeostasis; (ii) to influence lipid
transport and metabolism; and (77i) to regulate SR-BI and its preferential HDL ligand in
various cells and organs. The rationalization for the utilization of each modulator is notified
undemeath. They also provide further insight into the parallel modulation of SR-BI protein

expression in the apical membrane of Caco-2 cells and cholesterol absorption.
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There has been speculation that SR-BI expression could be sensitive to cellular cholesterol
content, with some of the most persuasive evidence coming from cholesterol feeding
studies (Fluiter et al., 1999). A high cholesterol diet was found to simultaneously suppress
SR-BI expression in rat liver parenchymal cells and to induce it in Kupffer cells (Fluiter et
al., 1998b). The observations that in some cases dietary treatments can induce SR-BI
expression in some tissues or cell types and suppress it in others clearly indicate that there
are cell type-dependent differences in the systems that regulate SR-BI expression (Fluiter et
al., 1998a), which prompted us to explore the effects of sterols in intestinal epithelial cells.
The results of the present study showed that SR-BI protein expression was responsive to
cholesterol and oxysterols in Caco-2 cells. The down-regulation of SR-BI by these
molecules suggests that dietary sterol intake or their subsequent metabolism affects
intestinal SR-BI expression. Further analysis of the molecular and cellular bases of SR-BI
regulation and function should provide new insight into the physiology and

pathophysiology of intestinal cholesterol metabolism.

Diets rich in dietary polyunsaturated FAs may lower plasma HDL-C concentrations (Chong
et al., 1987;Shepherd et al., 1978), whereas oleic acid-enriched diets were shown either to
have no significant consequence (Mensink et al., 1989) or to elevate the levels of HDL-C
(De La Cruz et al., 2000;Judd et al., 2002). The mechanisms responsible for this effect and
the implications they have for reverse cholesterol transport and atherogenesis are not fully
understood. Although the role of dietary fat in modulating the expression of SR-B1 is not
completely clear, Spady et al. suggested that polyunsaturated FAs might increase the
hepatic expression of SR-BI in hamsters (Spady et al., 1999), thereby augmenting HDL-CE
delivery to the liver and lowering plasma HDL-C. However, seemingly inconsistent results
were reported by other investigators (Hatahet et al., 2003) and urge us to define SR-BI
protein expression in response to different fatty acids in intestinal epithelial cells. Under
our experimental conditions, oleic acid, linoleic acid and DHA caused little change in SR-
BI protein expression in Caco-2 cells. Conversely, basolateral AA increased and apical
ALA decreased SR-BI protein expression, while EPA lowered it when administered either

in the apical or basolateral compartments. It is not the first time that independent effects of
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distinct FA families or individual n-3 FA have been recorded. In fact, dietary fish oil was
found to markedly reduce plasma TG levels in normal and hypertriglyceridemic
individuals, whereas vegetable oils containing predominantly n-6 polyunsaturated FAs had
no impact (Connor, 1988;Harris et al., 1983;Harris, 1989;Phillipson et al.,, 1985).
Furthermore, data from another study in rats also suggested that dietary EPA and DHA
may have differential effects on plasma cholesterol and TG levels (Kobatake et al., 1984).
An examination of the mechanisms underlying the SR-BI protein expression differences in
response to dietary FAs may provide insights into how these FAs influence intestinal

cholesterol transport as well as plasma cholesterol metabolism.

A role for PPAR, in modulating intestinal cholestero] metabolism was suggested by the
observation that Gemfibrozil, a pharmacological ligand of PPAR,, inhibited cholesterol
absorption from the gut into mesenteric lymph in rats (Umeda et al., 2001). More recently,
firm evidence was obtained in WY-14643-fed animals in which the activation of intestinal
PPAR, decreased dietary cholesterol absorption through a mechanism that involved an
increase in intestinal ATP binding cassette transporter A1 (ABCA1) levels (Knight et al.,
2003). Accordingly, our data revealed the down-regulation of SR-BI protein expression by
WY-14643 that was added to the apical side of Caco-2 cells. Our understanding of SR-BI
and ABCALI is still in its early stages and additional information is required in order to

propose a model of intestinal cholesterol trafficking.

Most studies have focused only on the hormonal regulation of SR-BI in steroidogenic
tissues. The expression of SR-BI appears to be coordinately regulated with steroidogenesis
in the adrenal gland, ovary and testis (Reaven et al., 1998). However, little is known about
the hormonal modulation of SR-BI in the human intestine. In order to unravel whether SR-
BI is hormonally regulated in the intestine, we incubated Caco-2 cells with three powerful
effectors that are known as modulators of brush border membrane digestive functions and
the synthesis and secretion of lipoproteins in humans (Levy et al.,, 1992;Levy et al.,
1996b;Levy et al., 1996a). The addition of EGF and GH to both sides of Caco-2 cells, as
well as basolateral insulin produced a significant decrease in SR-BI protein expression in

the present investigation. Identification of the endocrine, paracrine and autocrine factors
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involved in the modulation of SR-BI and intestinal cholesterol transport remains to be fully

elucidated in future experiments.

Pro-inflammatory mediators such as lipopolysaccharide (LPS) have been shown to down-
regulate the mRNA and protein levels of SR-BI in the monocyte and macrophage
(Buechler et al., 1999) as well as in hamster liver (Khovidhunkit et al., 2001). In addition,
treatment of hamsters with TNF or IL-1 produced a reduction in hepatic mRNA levels of
SR-BI. Previous studies have documented the participation of TNF-a and LPS in the
disturbance of lipid metabolism in the gastrointestinal tract and blood circulation (Bernotti
et al., 2003;Courtois et al., 2003;Dube et al., 2001;Levy et al.,, 2003;Mehran et al.,
1995;Murthy et al., 1996;Murthy et al., 2000). The results of our study confirm these in
vitro observations and demonstrate for the first time the down-regulation of SR-BI protein
expression by basolateral TNF-a, apical IFN-y and LPS on both sides. Therefore, intestinal
mucosa that is constantly exposed to commensal bacteria and their inflammatory
components or the invasion of pathogenic bacteria or mechanical breaks in the continuous
epithelial monolayer barrier may undergo alterations in SR-BI levels and cholesterol

transport.

Recent studies on luminal cholesterol transport have shown that SR-BI represented a
facet of this lipid trafficking (Levy et al., 2004b). In fact, the reduction of endogenous SR-
BI protein expression by antisense cDNA affected the ability of Caco-2 cells to capture
exogenous cholesterol (Levy et al.,, 2004a). In the present investigation, the regulation of
SR-BI content in Caco-2 by various stimuli essentially reflected changes in apical SR-BI
protein amounts. Additionally, cholesterol uptake followed the pattern of apical protein
expression modulated by the specified effectors EPA, EGF and IFN-y. These results
support the hypothesis that SR-BI at the microvillous membrane of intestinal polarized
epithelial cells may undergo a thorough regulation, which may impact on cholesterol

absorption.

In summary, our data suggest that specific nutrients, hormones and cytokines may exert a
significant impact on SR-BI protein expression depending on the route of supply. The

alterations of SR-BI protein expression following the treatment of Caco-2 cells with the
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numerous effectors, examined in our study, may have several consequences on cholesterol
absorption. Future exploration is undoubtedly necessary to decipher the role of SR-BI on

the apical and basolateral sides of the enterocyte and the intracellular mechanisms triggered

by regulatory effectors.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 Modulation of SR-BI protein expression in Caco-2 cells under proliferation

and differentiation conditions. The effect of the maturation process on SR-BI

protein was assessed in Caco-2 cells that were grown until 70-90%

confluence and transferred to polycarbonate Transwell filter inserts.

SR-BI expression was determined in (A) undifferentiated (5-day pre-

confluence) and (B) differentiated (21-day post-confluence) Caco-2 cells

by fractionation on SDS-PAGE, Western blot analysis and
chemiluminescence’s detection.
Results in the histogram represent the mean = SEM of 4 separate
experiments.
*p < 0.0001 undifferentiated vs differentiated.

Figure 2 Effects of cholesterol and oxysterols on SR-BI protein expression.
Differentiated Caco-2 cells were cultured for 4 h at 37°C in the presence or
absence of (A) cholesterol (50 pumol/L) and (B) 7-ketocholesterol (50
umol/L) added to the apical and basolateral sites. At the end of the
incubation, cell lysates were generated and 50 pug of protein was resolved by
SDS-PAGE, transferred to a nitrocellulose membrane, immunoblotted with
anti-SR-BI antibody and developed by chemiluminescence procedure. The
mass of SR-BI was quantitated using an HP ScanJet scanner equipped with a
transparency adapter and software. A representative Western blot is shown.
Data are mean + SEM for 3 separate experiments.

*p < 0.008, **p <0.001 vs control.

Figure 3 Regulation of SR-BI protein expression by methyl P-cyclodextrin.
Differentiated Caco-2 cells were treated for 4 h at 37°C with 5 mmol/L
methyl B-cyclodextrin added to the apical and basolateral sites. SR-BI
expression was examined as described in Methods and in Figure 1 legend.
Data represented are mean + SEM for 3 independents experiments.

*p <0.002, **p < 0.001 vs control.

Figure 4 Fatty acid regulation of SR-BI in Caco-2 cells. Differentiated Caco-2 cells

were incubated for 4 h at 37°C with 0.5 mmol/L arachidonic acid (AA,
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Figure 6

Figure 7

96

20:4n-6), 0.5 mmol/L «-linolenic acid (ALA, 18:3n-3), 0.5 mmol/L
eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) or 0.5 mmol/L docosahexaenoic acid
(DHA, 22:5n-3) added to the apical and basolateral sites. After separation in
polyacrylamide gel, proteins were transferred electrophoretically onto
nitrocellulose membrane for probing with anti-SR-BI antibody as described
in Methods.

Data represented are mean + SEM for 3 separate experiments.

*p < 0.005, **p < 0.001 vs control.

Effect of WY-14643, a specific agonist of PPAR,, on SR-BI protein content.
Differentiated Caco-2 cells were exposed to 100 pmol/L WY-14643 for 18 h
at 37°C. The fibrate was separately added to the apical and basolateral
compartments. Following the incubation period, cells were harvested and
SR-BI expression was evaluated as described in Methods and in Figure 1
legend.

Data represented are mean + SEM for 3 separate experiments.

*p < 0.008 vs control.

Effects of LPS and cytokines on SR-BI protein expression. Differentiated
Caco-2 cells were treated for 4 h at 37°C with 5 ng/ml LPS, 10 ng/ml TNF-«
and 5 IU/ml IFN-y added to the apical and basolateral sites. After
incubation, cell lysates were electrophoresed on SDS-PAGE and analyzed
by Western blot as described in Methods and Figure 1 legend.

Data represented are mean = SEM for 3 separate experiments.

*p <0.03, ¥*p < 0.02, ***p < 0.01, ¥****p <0.002 vs control.

Modulation of SR-BI protein expression by hormonal stimuli. Differentiated
Caco-2 cells were treated for 18 h at 37°C with 5 ng/ml GH, 30 mU/ml
insulin and 50 ng/ml EGF added to the apical and basolateral sites. Cells
were harvested after incubation and their SR-BI content was measured by
Western blot as described in Methods and Figure 1 legend.

Data represented are mean + SEM for 3 separate experiments.

*p <0.01, **p <0.003, ***p <0.002 vs control.



Figure 8

Figure 9

97

Differential distribution of SR-BI in the apical and basolateral membranes.
Caco 2 cells were grown on Transwell filters and submitted to treatments
with EPA, EGF and IFN-y stimuli added to the apical (AP) and basolateral
(BA) compartments. Thereafter, sulfo-NHS-biotin was employed to
selectively label the apical or the basolateral surface. The cells were
extracted with lysis buffer and the biotinylated proteins were recovered with
streptavidin-agarose beads. Proteins were analyzed by SDS-PAGE and
Western blot. SR-BI mass was quantitated using an HP ScanJet scanner
equipped with a transparency adapter and software.

Data are means + SEM for 3 separate experiments.

*p <0.05, **p < 0.01 vs controls (100%) without stimuli.

Influence of apical effectors on cholesterol uptake. Caco 2 cells were grown
on Transwell filters and submitted to treatments with EPA, EGF and IFN-y
stimuli added to the apical compartment. Thereafter, cholesterol
incorporation was evaluated as described in the Methods section.

*p <0.05
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ABSTRACT

A common feature of cystic fibrosis (CF) is the functional derangement of the
exocrine pancreas, which affects output of pancreatic lipase. This condition results in
severe dietary malabsorption due to the poor hydrolysis of triacylglycerol (TG) in the
lumen of the small intestine. Despite the benefits of pancreatic enzyme supplements,
persistent intestinal fat malabsorption characterizes patients with CF. The aim of the
current investigation was to determine whether defects in the intracellular phase of lipid
transport occur in this pathophysiology in addition to the known disturbed digestive
processes. Our hypothesis was tested by incubating intestinal biopsies from 6 CF and 6
healthy subjects with radiolabelled lipid and protein precursors. Lipid esterification and
secretion were markedly decreased by 22-31% and 38-42%, respectively, in CF as noted by
the low incorporation of ['*C]-palmitic acid into TGs, phospholipids and cholesteryl esters
in patients’ duodenal explants and culture media compared with controls (100%).
Accordingly, the output of TG-rich lipoproteins was substantially reduced (p<0.05) and a
similar trend was observed for high-density lipoproteins. Since intestinal lipoprotein
assembly/secretion shows an absolute requirement for apolipoprotein (apo) B-48,
radioactive labeling experiments were performed and they demonstrated a significantly
(p<0.05) diminished synthesis of apo B-48 (40%) and apo A-I (30%). Given the critical
role of microsomal triglyceride transfer protein in the formation of apo B-containing
lipoproteins, its activity was determined and not found to be altered in CF intestinal tissue.
Taken together, these results suggest that CF malabsorption may also be caused by defects
in mucosal mechanisms leading to abnormal lipoprotein delivery into the blood circulation.

Keywords: Malabsorption, Lipoproteins, Cystic Fibrosis, Fatty Acids, apo B-48, MTP
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INTRODUCTION

Cystic Fibrosis (CF) is the most common life-threatening recessive genetic disease in
the Caucasian population (24). It arises from a reduced density and/or activity of the cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) in the apical membranes of
secretory epithelial cells, such as the airways, exocrine pancreas, salivary glands, intestine
and reproductive tissue (1). CF is described as a general exocrine disease, with mortality
primarily attributable to the pathology that occurs in the lung and gastrointestinal tract (6).
In fact, a major characteristic shared by CF patients is exocrine pancreatic insufficiency,
which results in intestinal fat malabsorption and malnutrition as well as essential fatty acid
(EFA) and fat-soluble vitamin deficiencies (37). The deficit in salt (chloride) and water
transport across duct cells produces a diminution in fluid flow by the gland, which leads to
duct blockage and the inspissations and precipitations of proteins in the ducts (9). Over
time, cellular damage and atrophy occur and cause a shortage in the secretion of digestive
enzymes. Together with conspicuous pancreatic insufficiency, various disorders of the
intraluminal digestive phase, including bicarbonate deficiency and bile salt abnormalities,
have been purported to be the main causes of fat malabsorption (24, 29, 39). However,
despite the beneficial effects of exogenous pancreatic enzyme supplementation,
malabsorption cannot be normalized in CF patients as noted by persistent steatorrhea, poor
growth and malnutrition (2). Continuing fat malabsorption in CF subjects may also be due
to considerations other than defective lipolytic enzyme activity and additional intraluminal
factors. The aim of the present study was to investigate whether disturbances in CF lipid
transport might also be associated with cause-related changes in the second step of fat
absorption, i.e., the intracellular phase leading to lipid esterification, apolipoprotein (apo)

biogenesis and lipoprotein assembly.
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MATERIALS AND METHODS
Patients

Six CF patients (13.6 £ 1.4 years) underwent duodenal endoscopy for diagnostic purposes
in view of their digestive symptoms and clinical condition, which did not improve despite
pancreatic supplementation. Pancreatic insufficiency in these subjects was defined by the
requirement for exogenous pancreatic enzymes for the treatment of clinically diagnosed
steatorrhea: 8.4, 11.7, 15.9, 17.2, 20.3, 21.8 g/d (normal range: 3.5-5.0 g/d). In order to
further the investigation on malabsorption, biopsies were taken from the duodenum for
pathohistological evaluation and for lipid transport assessment presented in detail in the
current study. The CF patients were compared with six age-matched healthy subjects who
were previously suspected of having gastrointestinal diseases such as disaccharidase
deficiency, celiac disease, cow’s milk sensitive enteropathy and failure to thrive with
chronic nonspecific diarrhea. Informed consent was obtained from the parents and the

project was approved by the CHU Sainte-Justine Ethics Committee.

Explant Cultures of Duodenal Biopsies

Fasting intestinal biopsy specimens were obtained from the region of the ligament of
Treitz and immediately placed in RPMI-1640 culture medium containing 10% inactivated
and dialyzed human lipoprotein-deficient serum (LPDS). This medium was saturated with
95% 02-5% CO; and cultures were set up by methods described previously within 20 min
of taking the biopsies (17). The tissue culture medium (0.8 ml) consisted of leucine-free

RPMI-1640 with LPDS including gentamycin (100 pg/ml) and soybean trypin inhibitor (60

pg/ml). Lipid synthesis and secretion by explants were examined by adding 10 pCi of
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[**C]-palmitic acid (sp act 40-60 mCi/mmol, New England Nuclear, Montreal, Quebec) to a
micellar mixture (8§ mM sodium taurocholate, 20 mM palmitic acid, and 10 mM Sn-2
monooleylglycerol) to stimulate intracellular lipid esterification. The final ratio of
radioactivity/concentration of palmitic acid in each dish was 1 puCi/ 400 uM. The Petri
dishes were thereafter placed in anaerobic jars, sealed, gassed with 5% CO,, 95% O,, and
incubated for 18 h at 37°C. The pH of the medium was maintained between 7.2-7.4 as
indicated by phenol red. After this incubation period, tissue integrity was confirmed by

morphological and biochemical studies.

Lipid Synthesis

Following 18-h incubation, the explants were sonicated and homogenates were lipid-
extracted with chloroform-methanol (2:1, v/v). Lipid separation was carried out by thin
layer chromatography (TLC) (silica gel, Estman Kodak, Rochester, NY). The developing
solvent system was heptane-diethylether-glacial acetic acid (80:20:3, v/v/v). The
radioactivity of the separated fractions was measured in a Beckman liquid scintillation
spectrometer. Quenching was corrected using computerized curves generated with external

standards. An aliquot of the tissue homogenate was used for protein determination.

De Novo Apolipoprotein Synthesis

Duodenal biospsies were cultured with [*H]-leucine (500 pCi/ml) to assess apo
biogenesis. At the end of the 45-min incubation at 37°C, explants were washed (3x) for 5
min by the addition of media supplemented with 10 mM leucine and then homogenized in

1 ml of phosphate-buffered saline (20 mM sodium phosphate, 145 mM NaCl, pH 7.4)
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containing 1% (wt/v) Triton X-100, leucine (2 mM), phenylmethylsulfonyl fluoride (1
mM) and benzamidine (1 mM). The homogenate was centrifuged (4°C) at 105,000 g for 60
min in a 50-Ti rotor (Beckman, CA) and subsequently reacted with excess polyclonal apo
B and apo A-I antibodies (Boehringer Mannheim, Germany) for 18 h at 4°C. Pansorbin
(Carbiochem, CA) was then added, and the immunoprecipitate was washed extensively and
analyzed by linear 3-20% acrylamide gradient and a 2% stacking gel. Bands corresponding
to apo A-I and apo B-48 were sectioned and counted after an overnight incubation at 20°C
with 1 ml BTS-450 (Beckman) and 10 ml of liquid scintillation fluid (Ready-Solv. NA,
Beckman). Results for each apo studied were expressed as percentage apo/total

trichloroacetic acid-precipitable protein.

Isolation of Lipoproteins

The separation of lipoproteins from the medium was carried out by sequential
ultracentrifugation using a TL-100 ultracentrifuge as described previously (10, 15, 22).
Briefly, after the removal of TG-rich lipoproteins [chylomicrons and very-low density
lipoproteins (1.006 g/ml)] at 100,000 g for 2.26 h at 5°C, the low-density lipoproteins and
high-density lipoproteins were obtained together (1.21 g/ml) by centrifuging for 6.30 h at
100,000 g. Each lipoprotein fraction was exhaustively dialyzed against 0.15 M NaCl,

0.0001 M EDTA, pH 7.0 at 4°C for 24 h.

Microsomal Triglyceride Transfer Protein (MTP) Activity Assay
The MTP activity was determined by evaluating the transfer of radiolabeled
triacylglycerol (TG) between two populations of unilamellar vesicles, as described

previously (18, 19, 32). The donor and acceptor vesicles were prepared by adding the
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appropriate amount of lipids to 500 pl of chloroform, followed by drying under a stream of
nitrogen, rehydration, and probe sonication in 1.25 ml buffer (15 mM Tris HCL, pH 7.4, 35
mM NaCl, 0.05% BSA, 3 mM sodium azide, and 1 mM EDTA). Donor vesicles contained
(per assay) 4 nmol of egg yolk phosphatidylcholine, 0.33 nmol of cardiolipin and 0.024
nmol of [*H]-trioleylglycerol (Amersham). Acceptor vesicles contained 24 nmol of egg
yolk phosphatidylcholine, 0.048 nmol of trioleylglycerol, and ~4.000 cpm ['C]-
dipalmitoyl phosphatidylcholine (Amersham). Both categories of vesicles comprised 0.01%
butylated hydroxytoluene. Various amounts of semipurified MTP were incubated with 5 pl

donor and acceptor vesicles in a final volume of 100 pl for 1 h at 37°C. The reaction was

quenched by adding 400 ul of ice-cold 15:35 buffer (without BSA). The negatively charged
donor vesicles were removed from the reaction mixture by adsorption onto DEAE cellulose
(Whatman DE-52). The supernatant (containing the acceptor vesicles) was collected after
low-speed centrifugation (13,000 rpm x 10 min) and recentrifuged (13,000 rpm x 5 min) to
ensure total removal of the DEAE cellulose before scintillation counting. The ratio of [*H]-
glycerol trioleate to ['*C]-dipalmitoyl phosphatidylcholine was determined and the

percentage of lipid transfer was calculated from the increase in this ratio.

Analyses

The hydrolytic activities of sucrase, maltase, lactase and alkaline phosphatase of
cultured biopsies was assayed as described by Ménard et al. (23). Lactic dehydrogenase, an
indicator of tissue deterioration, was determined in the medium by analyzing the
conversion of lactic acid to pyruvic acid that reacted to form 2,4-dinitrophenyl-hydrazine.

The brownish red colour was read at wavelength 440. Fatty acids (FA) in whole plasma
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were assayed by an improved method described by us previously (11, 13, 16). Briefly, each
sample to be analyzed was subjected to direct transesterification and then injected into a
gas chromatograph (model HP 5880; Hewlett-Packard, Rockville, MD) by using a 60-m
fused silica capillary column coated with SP 2331. Cellular protein content was determined

according to the method of Lowry et al (20).

Statistical test

All results are expressed as means = SE. The statistical differences were assessed

using the two-tailed Student’s ¢ test.
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RESULTS

Concomitantly with the evaluation of mucosal fat transport, studies were conducted to
assess the integrity of duodenal tissue obtained from CF patients and controls. Figure 1
illustrates the general morphology of intestinal tissue at the light microscopy level. Both
patient and control duodenal specimens exhibited well-shaped villi and crypts. The
epithelial cells lining the villi were tall and the epithelium of the crypts was well preserved
in CF subjects and controls. Furthermore, no damaged cells were noted in the CF
epithelium compared with normal mucosa.

Experiments were also carried out to examine the enzymatic activities of duodenal
biopsies (Table 1). The levels of lactase, maltase and sucrase were not significantly
different between CF patients and controls.

In a subsequent step, we used the model of intestinal organ culture, a reliable and
useful technique, to explore the intracellular processes of lipid absorption. The excellent
viability of CF and control tissues was reflected by similar levels of alkaline phosphatase
activity and thymidine incorporation, as well as by measuring the leakage of lactate
dehydrogenase into the culture medium after a 18 h incubation period (Table 2). Overall,
these data suggested that no marked undesired gastrointestinal effects occurred as a result
of the CF condition or following organ culture of CF patients’ intestinal explants.

Lipid synthesis and secretion was assessed by following ['*C]-palmitic acid
incorporation into different lipid classes. As noted in Figure 2, the formation and release of
lipids were decreased in CF duodenal explants in comparison with controls. Importantly,
the incorporation of ['*C]-palmitic acid into TG, phospholipids (PL) and cholesteryl ester
(CE) was moderately reduced in CF duodenal explants (22%, 31% and 30% respectively)

and contrasted with the markedly impaired output of these lipids in the culture medium
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(40%, 38% and 42%, respectively) when compared with controls. The discrepancy between
the synthesis of newly formed lipids and their secretion became particularly evident when
expressed as a medium/tissue ratio. Accordingly, the discharge of TG-rich lipoproteins and
high-density lipoprotein was much lower (p< 0.05) in CF samples than in controls (Figure
3A). In keeping with these biosynthetic lipid abnormalities, the radioactivity incorporated
into apo B-48 and apo A-I in CF specimens amounted to 60% and 70%, respectively, of
controls (p<0.05) (Figure 3B). However, no significant correlation (r = 0.39, p < 0.41) was
found between faecal fat excretion and the lipoprotein production rates in the CF biopsies.

To determine whether the defect of apo B-48 biogenesis and TG-rich lipoprotein
secretion might be related to MTP, we studied protein transfer activity using the transport
of ["*C]-trioleylglycerol from donor to acceptor small unilamellar vesicles. No significant
changes in MTP activity (% transfer) were detected in CF biopsy homogenates (16 + 5)
compared with controls (18 + 4).

FA composition of CF and control plasma was determined. The CF profile displayed
both a significant reduction in the relative content of polyunsaturated fatty acids (PUFA)
and a considerable increase in the proportion of saturated FAs (Figure 4). These alterations
in CF patients led to an elevation of the ratio 20:3 (n-9) to 20:4 (n-6), a very sensitive index
of essential fatty acid deficiency (EFAD), and to a decrease in the PUFA/saturated FA

ratio.

Overall, these findings underline CF patients’ limited ability to esterify lipids,
elaborate apos and assemble lipoproteins. Thus, our studies show, for the first time, that the

intracellular phase of fat absorption is impaired in the enterocytes of CF patients.
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DISCUSSION

In the present study, we used intestinal tissue in culture to further our understanding
of the complex biosynthetic molecular events essential for the formation and secretion of
lipoproteins relevant to CF patients. This efficient and reliable intestinal model affords the
opportunity to investigate lipid transport while minimizing the influence of the many
confounding digestive intraluminal factors seen in the in vivo situation, thus facilitating the
interpretation of data. We can, therefore, conclude that these intraluminal factors are
unlikely to be responsible for the diminished capacity of CF patients’ biopsies to absorb
lipids, since the intraluminal lipolysis of TG by lipases and the solubilization of lipolytic
products by bile components are circumvented.

Results from our biochemical analyses provide novel information regarding lipid
processing in the intestine of CF patients. First, cultured CF duodenal explants were
incapable of the normal biosynthesis of neutral (TG, CE) and polar (PL) lipids. Second,
they were inefficient in delivering lipids into the medium, which was confirmed by
defective lipoprotein secretion. Third, they displayed less efficiency in elaborating apos (B-
48 and A-I) biogenesis.

At present, our findings cannot indicate whether the impaired capacity of the small intestine
to produce TG in CF is due to the limited activity of the monoacylglycerol (MG) pathway.
As reported previously (14, 35), MG and fatty acyl CoA are covalently joined to form
diacylglycerol (DG) in a reaction catalyzed by monoacylglycerol acyltransferase (MGAT).
DG and fatty acyltransferase are then used to synthesize TG in a reaction catalyzed by
diacylglycerol acyltransferase (DGAT) (14, 35). In our study, the measurement of MGAT

and DGAT could not be carried out given the limited tissue availability, nor were we able
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to define the status of the enzymes responsible for cholesterol esterification and PL
formation.
Importantly, the analysis of free FAs and MG in the mucosa of CF patients did not disclose
quantitatively significant changes compared to controls. The absence of FA accumulation
in CF mucosa may be suggestive of reduced uptake of exogenous FAs in view of the
limited lipid esterification and secretion. However, more evidence is necessary to confirm
this mechanism since FAs may have alternative metabolic fates, including mitochondrial
beta-oxidation, peroxysomal degradation, elongation and conversion to prostaglandins,
protein binding and acylation, intracellular signalisation and membrane formation. It is
important to mention that biopsies from controls and patients were obtained after fasting,
which excludes possible dilution of labelled palmitic acid substrate with residual FAs in the
mucosa.
It is generally accepted that the intracellular mechanism of TG-rich lipoprotein assembly
requires apo B synthesis and association. An early step in this process is the co-
translational lipidation of apo B that is transiently bound to the endoplasmic reticulum (ER)
membrane where it is folded. The addition of lipids stabilizes apo B-48 and prevents its
proteolytic degradation via the ubiquitin-dependent proteasomal pathway (4, 38). It is,
therefore, reasonable to suggest that the defective synthesis of TG, CE and PL in the small
intestine of CF patients reduced apo B-48 protection from misfolding and degradation,
resulting in the lessened secretion of apo B-48-containing lipoproteins. Additional studies
are required to determine the role of COP II machinery (8, 31) and apo B-48 glycosylation
(13) in the defective transport of TG-rich lipoproteins in CF patients.

We have also noted that apo A-I biogenesis was diminished in the intestinal tissue

of CF patients. Even if the values of apo A-I are normalized and expressed as %TCA-
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precipitable protein, they remained lower than controls. These data are consistent with our
previous studies that showed decreased concentrations of plasma apo A-I in CF patients
(12). 1t is possible that the decline of apo A-I synthesis by the intestine contributes to
diminished apo A-I levels in the blood circulation.

MTP is a resident protein in the lumen of the ER that facilitates the transfer of lipids
from their site of synthesis in the ER membrane into the lumen during the assembly of TG-
rich lipoproteins (30, 36). However, the MTP requirement for the export of apo B-48
remains controversial. Various studies have stressed that liver-specific MTP knockout mice
will still secrete apo B-48, thus excluding the obligatory role of MTP (25, 26). Our findings
show that CF intestinal tissue was unable to normally release TG-rich lipoproteins despite
adequate MTP activity.

EFAD is another factor capable of contributing to fat malabsorption. Indeed, our
previous observations have already emphasized that EFAD in rats impaired both the
extracellular and intracellular mechanisms responsible for normal fat absorption (11).
Therefore, not only does the elevation of the eicosatrienoic acid (20:3n-9)/arachidonic acid
(20:4n-6) ratio, the most sensitive index of EFAD, indicate an abnormal EFA status in CF
patients with respect to controls, but it may also account for the lipid enterocyte
dysfunction. Evidence has also been reported indicating that EFA status is associated with
severe CFTR mutations, which suggests a relationship between the basic protein defect,
abnormal EFA metabolism and defective intracellular processing of dietary lipids in CF
patients (34). Finally, the alterations in the mucous layer reported by previous investigators
(3, 28) may persist in the present intestinal model and may interfere with lipid uptake and
processing. In the current investigation, the output of lipids as reflected by the increased

ratio of medium/tissue lipid content shows that the secretory mechanism is operational in
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CF, which reasonably excludes the role of the mucous layer in intracellular abnormalities in
these patients. Moreover, we could not find a correlation between EFAD measured in the
plasma and the abnormalities observed in lipids, apos and lipoproteins in the intestine of
CF. We, therefore, believe that the differences noted are CF-related. Of particular
importance is the abundance of CFTR expression in the apical regions of normal intestinal
epithelial cells (27). The presence of defects in CF, CFTR may predispose to disturbed ion
transport and to other intestinal manifestations, including intracellular lipid trafficking.

It is difficult to reconcile the failure of appropriate pancreatic enzyme replacement
therapy with the persistent malabsorption. It was therefore reasonable to propose that
quantitative and qualitative mucosal defects can obviously contribute to aberrations in lipid
transport in CF. However, in our studies; no correlation has been established between
steatorrhea and the enterocyte phase abnormalities, which suggests that several digestive
and cellular factors act in combination to dramatically affect fat absorption process.

Our data have highlighted the defects in the intracellular phase of lipid transport in
CF. Conversely, enhanced glucose transport was demonstrated in duodenal biopsies from
CF (7), and Frase et al.’s experiments revealed glucose absorption in the jejunum of
patients with CF (5). Other studies noticed that the inhibition of CFTR did not modify the
activity of Na'-dependent glucose transporter (SGLT1) (21). Furthermore, ileal bile acid
transporter and taurocholate uptake were increased in cftr’”” mice (33). Overall, these data
emphasize that the defect in intestinal lipid absorption in the present study is not specific

and that the expression of proteins involved in other metabolic pathways is not modified.

In conclusion, data from the present study indicate that continuing fat malabsorption

is not due to pancreatic insufficiency alone. An additional explanation of persistent fat
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malabsorption in CF patients may include abnormal intra-enterocyte events leading to
aberrant plasma lipid transport. The task ahead, however, is to define the relationship
between defective mechanisms governing intracellular lipoprotein assembly and CFTR

aberrations.
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Activity of Intestinal Brush Border Enzymes in Biopsies from CF Patients
and Controls
Results are expressed as mol.min™"/ g tissue protein.

Values represent means + SE for 5 CF patients and 6 controls.

Enzyme CF Patients Controls
Sucrase 422 +£12.6 53.2+£10.9
Maltase 169.0 £17.3 158.1+12.8

Lactase 13.9+3.2 144+35
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Table 2: Effect of Culture Periods on Intestinal Tissue Integrity.
Small intestinal specimens obtained from controls were analyzed biochemically
before and after culture.

Values represent means + SE of 4 separate duodenal tissues.

Biochemical Parameters Before Incubation After Incubation
Alkaline phosphatase 18.3+£3.7 19.5+3.9
(U/g protein)
Lactic dehydrogenase 327+29 376 £ 44
(U/L)
Thymidine incorporation 922 + 91 778 £132
(dpm/mg protein)
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FIGURE LEGENDS

Figure 1:

Figure 2:

Figure 3:

Morphology of duodenal biopsies obtained from cystic fibrosis patients (A)
and controls (B). The light micrograph of theses uncultured explants
illustrates normal villus and crypt architecture.

Incorporation of ['*C]-palmitate into lipids of explants and their release in
the culture medium.

Duodenal biopsies were cultured for 18 h in a medium containing 10 pCi of
['*C]-palmitic acid. The lipid fractions were extracted and separated by TLC.
Results are means + SD of 6 cystic fibrosis patients and 6 controls which
were expressed as nmoles/mg protein. The discrepancy between synthesis of
newly formed lipids and their secretion became evident when expressed as a
medium/tissue ratio. *p < 0.05; **p < 0.01.

TG, triglyceride; PL, phospholipid; CE, cholesteryl ester.

Lipoprotein and apolipoprotein (apo) production by duodenal explants.
Following the incubation of intestinal biopsies with ['*C]-palmitic acid,
lipoproteins (A) were isolated by ultracentrifugation according to their
specific densities: chylomicron (CM) + very-low density lipoprotein
(VLDL) (1.006 g/ml) and high-density lipoprotein (HDL) (1.21 g/ml).
Apolipoproteins (apo) were analyzed after the incubation of duodenal
explants with [H]-leucine by immunoprecipitation and SDS gel
electrophoresis. Radioactivity corresponding to apos (A-I and B) was
determined by liquid scintillation spectrometry. Results were expressed as %

of control after calculating the data as dpm/mg protein. Control values (X +
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SD) for CM + VLDL= 23145 + 4112 dpm/mg protein; HDL= 11715 + 2813
dpm/mg protein; apo A-I= 0.207 = 0.038 % apo/total trichloroacetic acid-
precipitable protein; and apo B-48= 0.133 = 0.020 % apof/total
trichloroacetic acid-precipitable protein

*p< 0.05.

Plasma essential fatty acids in cystic fibrosis and controls.

Blood samples were obtained from the participants and plasma fatty acids
(A) were analyzed by capillary gas-liquid chromatography after
transmethylating the total lipids with methanolic HCl. The ratios (B) of
essential fatty acid deficiency were calculated. Values are means = SD of 6
cystic fibrosis patients and 6 controls.

*p < 0.02.



134

Figure 1

¢St B,

=
X6

5

s
A

P AR N,




135

Figure 2
I Control

Patient

Tissu

1200 -

4 T
© © o o
© 6 o o
© © o o
- 0 © <
ujoxd swijudp

E
=]
=
] ] [ ] T [ ]
S (=] S [l
o < (o\] (=] S (= =] [==)
= - v — ® o T A

urnyoead Swyuudp

Ratios

anss| L/ mnIpaA



* i

______
00000000
88888888



Ratios

Fatty Acids (FA) (%)

1,8

1,6 1
14 4
1.2 1

1 -
0,8 1
0,6 -
04 -
0,27

0

- = NN W W
g O U O O, O O
1 1 1 1 1 1 1

0

20:3(n-9)/20:4(n-6) PUFA/Saturated FA

137

Figure 4

Control
Patients




138

Article 3 publi€ dans :

Nutrition and Metabolism
(Nutr Metab (Lond). 2005 May 3;2(1):11.)



139

Mechanisms of lipid malabsorption in Cystic Fibrosis: the impact of essential fatty

acids deficiency

N. Peretti', V. Marcil', E. Drouin?, E. Levy ™

1Departrnent of Nutrition, CHU-Sainte-Justine, Université de Montréal, Montréal, Québec,

Canada

?Department of Pediatrics, CHU-Sainte-Justine, Université de Montréal, Montréal, Québec,

Canada

Address correspondence to: *Dr. Emile Levy
Centre de Recherche

Hopital Sainte-Justine

3175 Céte Ste-Catherine

Montréal, Québec, Canada H3T 1C5
Tel.:  (514) 345-4626

Fax:  (514) 345-4999



140

Abstract

Transport mechanisms, whereby alimentary lipids are digested and packaged into small
emulsion particles that enter intestinal cells to be translocated to the plasma in the form of
chylomicrons, are impaired in cystic fibrosis. The purpose of this paper is to focus on
defects that are related to intraluminal and intracellular events in this life-limiting genetic
disorder. Specific evidence is presented to highlight the relationship between fat
malabsorption and essential fatty acid deficiency commonly found in patients with cystic
fibrosis that are often related to the genotype. Given the interdependency of pulmonary
disease, pancreatic insufficiency and nutritional status, greater attention should be paid to
the optimal correction of fat malabsorption and essential fatty acid deficiency in order to

improve the quality of life and extend the life span of patients with cystic fibrosis.
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I Introduction
Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive genetic disease
observed in the Caucasian population, affecting about 1 in 2,500 newborms. It is caused by
mutations in the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) gene
discovered in 1989. The gene was cloned from chromosome 7q21-31, is composed of 27
exons and encodes a protein that functions as a chloride channel [1-4]. CFTR has 1,480
amino acids and the molecular weight varies from 140 kDA to 170 kDA, depending upon
the degree of posttranslational glycation in the Golgi complex, which appears to vary
somewhat according to cell type and genotype. Defective cAMP-dependent chloride ion
conductance leads to an imbalance in fluid flow across epithelia, thickened mucus and
blocked exocrine ducts in the affected tissues. In addition to respiratory-tract manifestations
that represent the major cause of death in CF, the vast majority of young CF subjects have a
wide variability of clinical expression, including gastrointestinal, metabolic and nutritional
problems [5,6]. Advances in medical management have led to a continual improvement of
life expectancy for CF patients. However, intestinal fat malabsorption remains a persistent
feature, given the difficulty of achieving complete correction in clinical practice despite the
remarkable benefits resulting from exogenous pancreatic enzyme replacement therapy [7-
11]. The purpose of this article is to present a systematic critical review of literature and
data sources pertaining to fat malabsorption in CF, emphasizing the role of abnormal,
intraluminal and intracellular factors. Furthermore, the relationship between essential fatty
acid deficiency (EFAD) and intestinal fat transport is particularly underscored given its
implication in gastrointestinal pathophysiology. To facilitate the reader’s appreciation of
major gastroenterological problems in CF, we first describe the normal digestive and

absorptive processes before addressing the issue of various defective mechanisms in CF.
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I Lipids and Essential Fatty Acids (EFAs)

Dietary fat intake represents 35% (100 to 150 g per day) of total calories consumed in
the North American diet [12]. Dietary fats are composed mainly of triacylglycerol (TG)
with 92-96% long-chain fatty acids [13]. In addition to dietary intake, lipids are derived
from bile and desquamated mucosal cells.

Lipids have varied as well as essential functions in organisms. TGs are the principal
reserve supply of energy, while phospholipids (PLs) and cholesterol are crucial for the
elaboration of cell membranes, and play a functional role in steroid hormone and biliary
acid (BA) synthesis. Linoleic (18:2n-6) and linolenic (18:3n-3) acids have recognized
functions in growth, the development of the central nervous system, immune and vascular
functions, eicosanoid production, membrane fluidity and the control of lipid homeostasis.
Adequate EFA levels depend entirely on adequate dietary intake and absorption because
mammalian cells cannot synthesize de novo EFA efficiently. Once these EFAs are
appropriately absorbed, they can be converted into long-chain polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) such as arachidonic acid (AA, 20:4n-6), eicosapentaenoic (EPA, 20:5n-3) and
docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3). Conditions leading to fat malabsorption, as in CF,
have been associated with a high incidence of EFAD. However, diet-induced EFAD
impairs dietary lipid absorption through various mechanisms, which will be thoroughly

discussed sin this review.

I1.1. CF Patients and EFAD

A high EFAD incidence (85%) has been frequently reported in CF patients {14-19].
EFAD is most marked at infancy [20] and EFA impairment has been observed most

significantly in the cholesteryl ester (CE) fraction [15,21]. The most often reported
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abnormalities in plasma are a decrease in linoleic acid and AA, its major metabolites, as
well as DHA [22]. This EFA diminution is associated with an elevation in eicosatrienoic
acid (20:3n-9), oleic acid (18:1n-9) and palmitoleic acid (16:1n-7) [14,23,24], resulting in a
rise in the triene/tetraene ratio. It has been suggested that the (20:3n-9/20:4n-6) ratio is a
very sensitive and reliable index of EFAD. A value of the ratio above 0.2 indicates an
appropriate cutoff for the diagnosis of EFAD [25]. However, results obtained from CF
studies vary, possibly as a consequence of different nutritional status, the degree of
malabsorption and the severity of the CFTR mutation.

Abnormal EFA status in CF patients does not seem to be the consequence of
intestinal malabsorption only, since reduced EFA values are found as early as in the first
weeks of life in infants with CF [22] and they are also present in well-nourished young CF
patients who do not receive a low-fat diet and do not present with fat malabsorption
[17,24,26-28] even with regular pancreatic enzyme therapy [21]. Among other
mechanisms related to EFAD, one can mention the excessive oxidation of EFA as an
energy source [29], the exaggerated utilization of eicosanoids as precursors of
inflammatory response [30,31], the higher rate of lipid turnover in cell membranes [32], the
impaired metabolism of EFA with a defect in plasma membrane incorporation, the

decreased activity of desaturases [14,33] and lipid peroxidation [34].

I1.2. Relationship between CFTR and EFAD

CFTR primarily functions as a chloride channel in the apical membrane of the
respiratory and gastro-intestinal tracts. An elevation of cAMP within the cell results in
increased chloride transport through the CFTR. Movement of water is linked osmotically to

such ion transport and chloride secretion represents one likely means of hydrating the
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mucosal surface of these organs. Other important studies have implicated the CFTR in
additional functions, including the regulation of distinct CI' channel proteins, the
modulation of intracellular vesicle and Golgi acidification, and the control of vesicle
trafficking [35-40]. Furthermore, it has been suggested that the CFTR may regulate
membrane PL composition. In human airway epithelial cultured cells, the incorporation of
fatty acids (FAs) into membrane PLs is decreased when chloride conductance channels are
chemically blocked [41]. A defective CFTR reduces the incorporation of linoleic acid in the
PL of CF cells and transfecting these cells with the normal gene increases linoleic acid
incorporation {42]. Thus, a relationship is possible between chloride transport conductance
and EFA metabolism. To date, these studies are limited and additional investigation is
needed to establish the role of the chloride channel function in EFA movement and
metabolism.

CFTR knock-out mice demonstrate EFAD. But the EFA composition of the cell
membrane varies with different animal models. In cftr ™~ mouse, the pancreas, lungs and

ileum were deficient in (n-3) EFA [43], whereas in cftr tmIHGUmLHGU

mice, the deficiency
was in (n-6) EFA in plasma, lung and pancreatic PL [44]. The PUFA differences between
the two mouse models emphasize the importance of determining the exact composition of
membrane PL from healthy men and CF patients according to genotype in order to tailor
appropriate EFA nutritional intervention.

In CF, AA levels suggest that abnormal EFA status may result from an impaired EFA
metabolism. High levels of AA are also reported in the cell membrane of the ileum of
CFTR knock-out mice [43]. The same AA imbalance has been reported in the PL fraction

deriving from bronchial alveolar lavage fluid, plasma and tissues [31,45-48] of CF patients.

The increased AA level in tissues may result from either overproduction or diminished
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catabolism. In CF cells (CFPAC-1), the conversion of 18:2n-6 into 20:4n-6 by desaturation
and elongation processes is enhanced 1.8-fold compared with CF cells transfected with the
normal gene [42]. AA overproduction is compatible with an intrinsic increase in AA
release by CFTR-mutated respiratory epithelial cell lines [49]. A decreased metabolism of
AA through cyclooxygenase, lipooxygenase or cytochrome P450 pathways could also
explain high levels of AA in tissues, but this hypothesis should be thoroughly tested in CF
because of a) the high rates of inflammatory species originating from AA that characterize
CF patients; and b) the enhanced turnover of endogenous and exogenous AA in polymorph
neutrophil granulocytes, which is possibly due to enhanced phospholipase A2 (PLA2)
activity [50]. Then, AA catabolism is not obviously diminished, but the ratio between
production and degradation may be unbalanced in favor of overproduction. Accordingly, it
has been suggested that AA participates in CF physiopathology, since AA has been shown
to inhibit CFTR CI currents when applied to the cytoplasmic face of excised membrane
patches [51,52]. Other FAs may also block CFTR pores with various levels of efficiency.
For example, cis-unsaturated FAs are more effective than trans-unsaturated FAs and
saturated FAs in interfering with CFTR function [52]. Furthermore, in respiratory epithelial
cells, CFTR mutation AF508 is associated with an intrinsic increase in AA release [49]
suggesting that the mechanism of chronic inflammation in CF, at least in part, involves this
abnormality. Importantly, Chlore ion (CI") secretion across epithelial cells is induced by
AA [53,54]. On the other hand, AA decreases Cl” secretion across tracheal epithelium when
its metabolism is impaired by cyclooxygenase and lipooxygenase inhibitors [54] suggesting
that enhanced CI  secretion results from the action of its metabolites [52]. Furthermore,
there is a correlation between EFAD and CF genotype in homozygotes for AF508 and

heterozygotes for 394 delTT have display significantly lower concentrations of linoleic and
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DHA than the other mutations [55]. Thus, the relationship between AA metabolism
abnormalities and specific mutations may explain the discrepancies observed with n-6 EFA
supplementation [19,22,56-58]. Evidently, extensive studies are required to clarify the link
between the CFTR and FAs, especially in view of the contribution of EFAD to CF
pathophysiology.

In animals, EFAD induces symptoms similar to those in CF: defective Na* transport,
increased bacterial colonization of airways, formation of clusters of lipid-laden
macrophages in lungs [59], impaired alveolar macrophage function [60], alteration of
surfactants [61], liver steatosis, decreased insulin secretion and increased caloric needs
[62]. Interestingly, a membrane lipid imbalance plays a role in the phenotype expression of
CF in CFTR knock-out mice and feeding these animals with DHA has normalized disease-
related changes that occur in epithelial cells and intestinal mucosa [63].

Of note is the finding that altered PL composition and structure can impair membrane
fluidity [64-66], thereby modifying CFTR cell membrane localization and function.
Membrane PL composition in CFTR knock-out mice is different from controls [44].
Apparently, lipid membrane composition regulates membrane protein activity through the
association between lipid rafts and these proteins [67]. The transient residency of proteins
in rafts emerges as a regulatory mechanism responsible for protein biological activity.
Recently, it has been reported that lipid raft localization for CFTR is required for signaling
in response to Pseudomonas aeruginosa infection, underlying the interaction between the
lipid composition of plasma membrane and the CFTR protein [68]. It seems, therefore, that
a correction of PL composition may improve CFTR activity in vivo, a hypothesis that calls

for direct experimental validation in intestinal cells.
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I1.3. Nutritional Status and Prognosis in CF

Various studies emphasize a correlation between a low nutritional status and an
unfavorable prognosis in patients with CF [69]. Chronic under nutrition is associated with
weight and height retardation in CF children. Early studies showed a correlation between
the degree of malnutrition and the severity of pulmonary disease [69-71] and a slower rate
of deterioration of pulmonary function was found in CF children without steatorrhea [72].
However, low values of EFA (linoleic acid and DHA) are not always correlated with
anthropometric data or lung function [55). CF survival and well-being are also correlated
with malnutrition in CF [73]. This positive correlation between good nutritional status and
long-term survival underscores the optimization of energy balance, nutrient intake, as well
as intestinal absorption for CF patients.

Since EFA levels are abnormal in CF patients and EFAD may contribute to CF
pathophysiology in animal models, it has been suggested that EFA supplementation has a
beneficial effect in this disease. Nutritional studies demonstrate that oral and intravenous
supplementations with n-3 FAs are efficient in increasing EPA and DHA incorporation in
plasma, erythrocyte and platelet membrane [56-58]. Oral supplementation with n-6 FAs
increases plasma and erythrocyte membrane AA levels [22,74-76]. The clinical effects of
EFA supplementation vary among studies: linoleic acid increases weight for height in CF
children [19,22] and an improvement in pulmonary function is also observed with n-3 FA
intake. Nevertheless, this valuable effect is not reported in all studies [56-58] and the
differences may be explained by the limited number of patients (under 20) and the short
duration (between 4 and 6 weeks) that prevent the proper evaluation of any clinical benefit.
Undoubtedly, further studies should focus on the relationship between dose

recommendations, the degree of correction of plasma EFAs and clinical outcome. In
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particular, long-term lipid dosage adjustments are necessary to define the optimal n-3/n-6
ratio required in CF patients to prevent clinical manifestations.

In contrast to carbohydrates and proteins, lipids are poorly soluble in water. Their
lipolysis into the aqueous phase of the intestinal lumen, as well as their transport into
plasma, requires the formation of soluble complexes such as BAs and lipoproteins (LPs).
Any deficiency or variation in these processes may impact on fat digestion and transport.
Fat malabsorption in CF may result from the inefficiency of sequential events: the lipolysis
of alimentary lipids, the effect of BAs on micellar solubilization, the integrity of intestinal
mucus and enterocytes, multiple intracellular processes and LP secretion. These lipid
digestive and absorptive steps will be discussed chronologically.

Intraluminal Abnormalities

II1.1.1. Lipolytic Phase

TGs cannot be transported into the cell because of their size and their hydrophobic
characteristics. The lipolysis process is required to produce smaller and more hydrophilic
molecules, which can thus be absorbed. TGs can be hydrolyzed by two lipolytic enzymes in
humans: gastric lipase and pancreatic lipase [77,78]. The enzyme postulated to be the main
participant in gastrointestinal lipid digestion is pancreatic lipase. However, intra-gastric
lipolysis accounts for about 20-30% of total gastrointestinal lipolysis in vivo and it has been
suggested that it is increased in CF pancreatic insufficiency.

Gastric Lipase

Human gastric lipase is the key acid enzyme that is secreted by the chief cells located

in the fundic region of the stomach. Human gastric lipase is stable in gastric juice at pH

values ranging from 2.0 to 7.0 and is the most stable acid lipase [79].
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In the past, it was suggested that gastric lipase played only a minor role in the
digestion of dietary fat, because of its specificity for medium-chain FAs, which are less
common than long-chain FAs in dietary fat [80]. In fact, human gastric lipase also exerts an
important activity on long-chain TGs in an acidic pH. When pH levels are between 5 and 6,
it hydrolyzes medium-chain TGs more efficiently than longer ones [81]. This lipase is
quantitatively important, contributing 20-30% of TG acyl chain hydrolysis [82-84].
Moreover, initial digestion of dietary fat in the stomach was found to be an essential step
for optimal intestinal lipolysis for three reasons: releasing long-chain PUFA in the stomach
induces cholecystokinine output, which stimulates pancreatic lipase secretion [85]; the
efficiency of pancreatic lipase is increased with partially hydrolyzed TGs [86]; and free
fatty acids (FFAs) enhance lipase binding to colipase [85].

Acid lipase activity exists in CF children [87,88], but its level, compared with normal
controls, varies among studies [89,90]. Basal lipase activity in the stomach and in the
duodenum is similar in CF patients and normal controls [91], but its lipolytic activity is
almost three times higher in CF patients after a test meal [90]. There are two main
explanations for the maintained high activity of acid lipase in CF patients. First, contrary to
pancreatic lipase, the low postprandial pH in the upper small intestine, due to bicarbonate
deficiency, does not inactivate gastric lipase activity [92,93] and the latter is preserved for a
longer period than in normal subjects. Second, the inactivation of gastric lipase is less
effective, because of the low concentration of BAs and pancreatic proteolytic enzymes
[94,95]. Compensatory lipolytic activity by gastric lipase may account for 40-70% of
dietary fat digestion [87,96]. In CF patients, preduodenal activity amounts to 90% of the

total lipase activity at the ligament of Treitz in the postprandial state [96]. However, acid-
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resistant enzyme supplements, such as fungal lipase, fail to prove efficacy in CF [97]. No
correlation between gastric lipase and EFA status is reported in the literature.
II1.1.2. Pancreatic Lipase and Colipase.

Amphipathic molecules, monoacylglycerols (MG) and FA, produced during TG
hydrolysis, stabilize dietary fat emulsion. Most of the fat digestion occurs in the upper
small intestine following the action of pancreatic lipase and BAs. The hydrolysis of long-
chain TGs is achieved by pancreatic lipase. Its optimum pH is 8 and the enzyme becomes
inactive at a pH under 6 and is irreversibly inactivated at a pH less than 4.5. Colipase is
required for pancreatic lipase stabilization on lipid droplets and for optimal lipolytic
activity. At least, two other hydrolytic enzymes are needed to release FAs: PLA2 and
cholesterol esterase (CET).

Fat malabsorption is present only when pancreatic enzyme secretion is under 10% of
normal [98]. On diagnosis, only 15% of CF patients have sufficient pancreatic function for
normal fat digestion [72]. The pancreatic function decreases with time, since 37% of CF
newborns show a substantial preservation of pancreatic function [99] and more than 90% of
CF infants and younger children display pancreatic insufficiency. The physiopathology of
pancreatic insufficiency results from several abnormalities. In fact, pancreatic changes are
caused by the obstruction of small ducts by thick, sticky secretions and cellular debris. A
primary defect of fluid secretion (water and bicarbonate) leads to high protein
concentration in pancreatic juice [100]. Then, protein precipitation blocks small pancreatic
ducts and promotes pancreatic acinar atrophy and fibrosis. The ratio of acinar cells to
connective tissue decreases progressively in the pancreas of CF children until the normal
structure of the pancreas is lost. The role of the CFTR for normal proliferation and

differentiation of secretory cell populations has been demonstrated in the lung and intestine
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of transgenic mice [101,102] and, interestingly, the CFTR appears as a valuable marker of
human pancreatic duct cell development and differentiation [103]. CFTR mutation may,
therefore, affect the proliferation of pancreatic secretory cells, thereby favoring pancreatic
insufficiency and physiopathology.

Not only quantitative but also qualitative abnormalities characterize pancreatic lipase
activity. Pancreatic lipase supplements are inactivated by acidic pH levels in the small
bowel: only 8% of active enzyme reaches the ligament of Treitz [92,93]. The severity of
pancreatic involvement appears to increase with age and, even with maximum pancreatic
enzyme replacement therapy, a substantial proportion of ingested energy is probably
malabsorbed.

There is little information about colipase in CF. Although, colipase has been reported
to be deficient in this disease [104], its secretion is extremely variable in CF patients [105].
More investigations are necessary to clarify this aspect.

End products of gastric lipases are mainly one FFA and one 1-3-diacylglycerol, while
the lipolytic products of pancreatic lipase are two FFAs (n-1 and n-3) and one 2-
monoacylglycerol [106]. Furthermore, in contrast to pancreatic lipase, gastric lipase has
been shown to cleave not only the external ester bonds (n-1 and n-3 position), but also the
ester bond in the Sn-2 position [107]. This difference is important for nutritional
intervention with enteral defined structured TGs, which provide medium-chain FA as a
source of immediate energy. In Caco-2 cell cultures, the addition of structured TGs
containing only octanoic acid, a non-EFA, in the Sn-1 and Sn-3 position, but linoleic acid
in the Sn-2 position in the presence of gastric lipase, enhances the cellular uptake of TGs,
improves cellular EFAD and exhibits a beneficial effect on lipid incorporation and LP

production [108]. In the rat, EFAs at the Sn-2 position appear faster in lymph than EFAs at
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the terminal positions of TGs [109] and are more readily recovered in lymph [110].
Defined TG with EFA linoleic acid at the Sn-2 position increases the absorption of EFA in
rats with fat malabsorption induced by biliary and pancreatic diversion [111]. These results
suggest that structured TG, in the presence of gastric lipase, could improve EFAD, despite
the absence of pancreatic lipase activity. In patients who are not supplemented with
pancreatic enzymes, an organized lipid matrix containing lysophosphatidylcholine (Lyso-
PC), MG and FFA could be effective in increasing TG and retinyl-palmitate absorption and
in improving clinical outcome [112].

In animal models, EFAD does not affect the lipolytic phase: there is no difference
between EFAD and control rodents in the lipolytic step [113,114]. Furthermore, animal
models suggest that EFAD is likely to be of minor importance in exocrine pancreas
function in CF [113,115]. Furthermore, EFAD does not seem to induce any significant
changes in the structure and composition of pancreas [116]. Overall, these studies show
that structured TG can effectively supply functional FAs distributed throughout the
glycerol skeleton. In particular, structured TG with EFAs at the Sn-2 position and medium
chain FAs at the Sn-1 and Sn-2 positions of the glycerol molecule can be used for distinct
nutritional and clinical purposes in CF. Although, it is obvious that structured TG are far
superior to conventional oils, it is quite difficult to appreciate their influence on lipolysis in
CF patients with EFAD in view of the paucity of information available in the literature.
Probably, the difficulty originates from the enormous cost of producing highly purified
structured TG.

II1.1.3. Phospholipase A2 (PLA2) and Cholesterol Esterase (CET)

The phospholipid-hydrolyzing enzymes include phospholipase A; (PLA,;), PLA; and

CET [117]. PLA, and PLA,; are secreted in their zymogen form and activated by trypsin on
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entering the duodenum [118]. PLA, preferentially hydrolyzes FA in phosphatidylcholine
(PC), the most abundant dietary PL, at position 2 to produce more hydrosoluble
components (FA and 2-lyso-PC). CET hydrolyzes CE, retinyl ester and lyso-PC in the
small bowel [117], but it is 100 times less effective than pancreatic lipase in the TG
digestion process.

In CF patients, PLA;| and PLA; activity is correlated with the pancreatic function
[119]. 1t is of particular interest to note that, despite the total absence of PLA,, around 30%
of PLs are hydrolyzed {120]. The decreased activity of PL hydrolyzing enzymes may
interact with lipid absorption in several ways. First, since PLs are amphipathic molecules,
they adsorb to the surface of lipid droplets, preventing contact between the lipase-colipase
complex and the TG substrate [118]. PC hydrolysis will allow desorption of lyso-PL from
lipid droplets, which are relatively hydrosoluble molecules, and will thus facilitate the
interaction between TG and pancreatic lipase. Secondly, unhydrolyzed PLs impair the
absorption of cholesterol and FAs [121,122]. Finally, they impair bile acid absorption
through their receptors in the terminal ileum, which increases bile acid losses in the stool.

In CF children, CET activity is dramatically decreased [123] and parallels pancreatic
lipase activity. The reduction in BAs, which are essential cofactors for optimal esterase
activity, results in a failure to solubilize and thus absorb cholesterol and their esters.

In the enterocyte, lyso-PC is an essential source of PLs for LP formation [124], the
transport of TGs from the enterocyte into the blood [125] and the PL turnover induced by
exocytosis [126]. These phenomena may be impaired by phospholipase or CET defects.

No data are provided about the impact of EFAD on PLA,, PLA; and CET activity.
However, AA and DHA decrease the secretion of bile-salt dependent lipase, but without

directly impairing the biosynthesis of this enzyme. AA alters the transport of the enzyme
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toward the cytosol, leading to the retention of bile-salt dependent lipase in microsomes
[127]. It is likely that much attention must be paid to phospholipases and CET in CF in
view of their role in fat absorption. Future studies should be designed to test whether their
supplementation may increase lipolysis efficiency and alleviate EFAD in CF.

II1.1.4. Intraluminal pH

Duodenum pH results from an interaction among food buffering, gastric acid
production and pancreatic bicarbonate secretion. In humans, physiological pH is 2-4 in the
stomach and it varies from 6-7 in the upper duodenum, but rarely dips below 5.

In CF patients, pancreatic, intestinal and biliary HCO3" secretion 1s decreased to
below 10% of the normal values [128]. Consequently, a low pH is observed in the intestinal
lumen of the duodenum and even during postprandial time. Besides, basal and postprandial
pH levels in the stomach are similar in CF patients and normal subjects [91,96]. In CFTR G
) mouse intestine, HCO3 secretion is impaired too [129,130]. The acidic upper small
intestine in CF may contribute to fat malabsorption given: 1) the inactivation of trypsin,
which induces an impairment of active enzyme molecules from their zymogen form
(pancreatic lipase, PLA2); 2) the inactivation of pancreatic lipase [131]; 3) BA
precipitation, decreasing the BA pool and diminishing its availability to form micelles; and
4) early protonation, which impairs the micellar dispersion of lipolytic products [132]. The
ability of acid suppressant therapy (cimetidine, ranitidine or proton pump inhibitors) to
improve fat absorption is controversial. Recently, a metanalysis of randomized trials
involving agents that reduce gastric acidity has been carried out and it showed that
treatment failed to improve nutritional status and had little impact on fat absorption [133].
Differences between studies could be due to the small number of subjects, differences in

dietary intake and the degree of pancreatic insufficiency, the important physiologic range in
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fat intestinal absorption and variability in intestinal drug absorption or inter individual
variation in medication bioavailability, pH measurement and fat absorption evaluation.

IT1.2. Micellar Phase and Biliary Abnormalities

BAs are amphipathic molecules synthesized by the liver. They enhance the solubility
of lipolytic products in the aqueous intestinal phase [134,135]. In fact, micellar
solubilization increases the aqueous concentration of MG and FA 100 to 1000 times. The
importance of this phase is underscored by a 30% reduction in dietary lipid absorption in
patients with biliary atresia [136]. Similarly, rats with biliary drainage displayed reduced
linoleic acid absorption [137].

I11.2.1. BA Excretion

Outside the critical micellar concentration range, the amount of lipid solubilized is
significantly reduced. Consequently, steatorrhea appears [138] and FA absorption
decreases [139]. This situation is found in CF patients where total bile salt secretion is
impaired [140]. About 36% of CF children showed reduced BA secretion into the
duodenum [141]. Despite this low BA secretion, impaired water secretion leads to high
concentrations of bile salts in hepatobiliary secretions [142], which may contribute to the
cholelithiasis reported in CF patients [94,143].

EFAs regulate BA excretion: PUFAs are reported to induce the excretion of BA in
rats [144] and humans [145], but this effect depends on the EFA family, since n-3 FA
increases bile flow more than n-6 FA [146]. The EFAD effect on bile flow and BA
secretion varies among animal species: decreasing in rats [147,148], having no effect in
mice [114] and increasing in hamsters [114]. In humans, the impact of EFAD on BA

secretion and composition remains unclear. However, prostaglandins, which are AA
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metabolites, alter hepatic bile flow [149] indicating that disturbances of AA status may
affect choleretic response in CF patients.

I11.2.2. BA Composition

The nature of BAs influences their ability to solubilize lipids. Cholesterol absorption
by enterocytes is greater with cholyl-taurine than with chenodeoxycholyl-taurine [150-152]
and BAs with conjugated taurine are more effective than glycine-conjugated BAs at
solubilizing lipids. The effect of EFA on BA composition variation and fat absorption
remains enigmatic in humans, since there are no available data.

In CF, oral taurine load appears to be normal, but excessive fecal loss [153] increases
the ratio of glycine/taurine-conjugated BA [94,140,141]. Oral taurine supplementation in
CF children is effective in decreasing the glycine/taurine ratio in duodenal fluid [153], but
its ability to improve fat malabsorption is controversial [154-157]. Apparently, taurine
supplementation improves BA malabsorption, mainly in patients with a high degree of
steatorrhea [158-160].

Studies on animals show that EFAD leads to impaired biliary excretion of
taurocholate [161] and to reduced EFA content (linoleic and arachidonic acid) in biliary PC
that is essential for micelle formation [162]. However, BA and bile lipid composition vary
across species. In rats and hamsters with EFAD, bile composition is markedly impaired
[147,161]. On the other hand, BA composition appears to be similar in EFA-deficient and
EFA-sufficient mice [114].

The relationship between BA and EFA was investigated in CF-EFAD children and it
showed that ursodeoxycholic acid supplementation improves the hepatic metabolism of
EFA. After 1 year, ursodeoxycholic acid supplementation led to an improvement of EFA

status (reduction of triene/tetraene FA ratio) [163].
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I11.2.3. BA Malabsorption

BAs are recycled through the enterohepatic cycle with remarkable efficiency (95%
reabsorbed) [164,165]. The enterohepatic cycle is often interrupted in CF because of
excessive fecal losses of BA, [95,166-170], which diminish the BA pool [171,172].
Excessive BA losses may be attributed to: 1) BA irreversibly bound to unhydrolyzed TG
and PL within the intestinal lumen [173] ; 2) BA precipitation due to acidic pH in the
duodenum [174]; and 3) intestinal bacterial overgrowth, which is present in 40% of CF
patients and results in BA deconjugation and dehydratation [175]. BA loss may also result
from a primary cell defect in the active absorption of BA in the ileum. In vitro studies using
brush border membrane vesicles from CF patients have shown that total ileal BA uptake is
diminished [176,177). Surprisingly, a study of Ileal Biliary Acid Transporter (IBAT) in
CFTR knock-out mice shows a BA uptake rate four-fold that of wild-type mice [178]. The
increase in IBAT protein and BA uptake can be interpreted as an up-regulation in response
to a low BA rate. This result should lead to a renewed interest in intraluminal events,
especially for the implication of the thick mucus barrier in CF pathophysiology.

II1.3. Gastric and Intestinal Transit Time

Fat digestion begins in the stomach with the action of acid lipase. Following
hydrolysis by gastric lipase, medium-chain FAs are partly absorbed by the stomach [179].
Thus, the stomach plays an essential role in fat digestion, especially in pancreatic
insufficiency [147].

In CF patients with pancreatic insufficiency, altered motility with an increase in
gastric emptying [180] and small bowel transit time has been described [181-184]. It has
been reported that slow gastric emptying reduces the success of pancreatic enzyme

replacement therapy in improving TG hydrolysis, which could explain in part the variation
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in pancreatic enzyme replacement therapy efficiency [180,185]. However, other studies
have shown that gastric emptying time is similar in both CF patients and healthy controls
[90,182].

In EFAD rats, AA and linoleic acid are emptied from the stomach at similar rates and
these rates do not differ from controls [186]. However, EFA-deficient mice show that the
motility of epithelial cells is increased in the jejunum [187].

II1.4. Intestinal Mucosa Trophicity

IIL.4.1. Quantitative and Qualitative Mucosal Abnormalities.

In the majority of CF patients, histological brush border studies reveal normal
morphology [188]. However, in some cases, abnormalities are reported, such as ileal
hypertrophy [189] or partial villous atrophy in the small intestine [190,191]. This atrophic
mucosa, which also occurs in knock-out mice [189], may result from acidic aggression by
unbuffered stomach chyme, chronic inflammation or denutrition. Furthermore, a thick
mucinous layer covering the brush border and large areas of the microvilli is revealed by
electron microscopic examination of biopsies from CF patients [188], which may
contribute to malabsorption in CF patients. The viscosity of the intact CF glycoprotein is
almost two-fold that of normal glycoprotein [192]. Elevated viscosity may be caused by
defective chloride transport, mucin hyperglycosylation or a high level of disulfide-linked
peptides [193,194]. Obviously, the highly acidic properties of surface components related
to oversulfatation could modify the micro acidic climate on the intestinal epithelium
surface and influence interaction between micelles and enterocytes, impairing the
protonation of FAs.

In EFAD, histological and biochemical alterations of the intestinal mucosa are

described [195]. In rats and mice with EFAD, the height of villi is decreased leading to a
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diminished absorption area. Cellular differentiation was also found to be impaired [196],
highlighting the role of EFA in the formation of new tissues, such as the maintenance of
tissue and cell structure [197]. Furthermore, the abnormal structure of mitochondria and
microvilli is correlated to decreased fat absorption [196]. It seems difficult to reconcile
jejunal hypertrophy in CF patients and microvilli in EFAD animals. However, EFAD
seems to induce histological abnormalities in the CFTR function. In CFTR knock-out mice,
jejunal hypertrophy is corrected with an oral administration of high doses of DHA [198],
which are associated with an inhibitory proliferative cell effect [199]. Then, more than in
typical EFAD, an abnormal EFA imbalance could lead to hypertrophic villosities in CF
patients. Hypertrophy is only localized in the jejunal portion. Accordingly, the FA
composition of jejunum mucosa, the main segment for optimal lipid absorption, is
markedly different from ileal and colonic mucosa [195]. Furthermore, it is interesting to
note that dietary influences are tissue specific, since serum or red blood cell membranes do
not reflect local changes in any of the different intestinal segments [195]. At present, no

studies have correlated intestinal morphology in CF patients with their EFAD status.

I11.4.2. Intestinal Permeability

Recently, studies have suggested that pathological modifications in EFAD may be the
consequence of cell adhesion disorders [200].

In CF patients, the dual sugar permeability test [201] demonstrates that the
paracellular pathway is more permeable to large molecules, while the passive transcellular
uptake of small molecules is normal [182]. Intestinal permeability in CF is related to
patient genotype: patients homozygous or heterozygous for AF508 mutation exhibit

significantly increased intestinal permeability compared with patients with unidentified
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genotypes or controls [202]. Moreover, abnormalities in the tight junction, an essential
structure for the control of intestinal permeability, have been reported in the intestinal
epithelium of fetuses with CF [203].

EFAs are able to modify cells ultrastructurally and to alter intestinal permeability. In
the culture of enterocytes from EFA-deficient CF, the lateral surfaces between cells are
fairly straight, a consequence of the absence of complex interdigitations that play an
essential intercellular cohesive role [196]. Moreover, a reduction in the number of
desmosomes has been reported in the intestinal tract of EFAD rats [59,204]. Studies in
endothelial cells suggest a possible mechanism of EFA-modulating cell adhesion.
However, this EFA function has to be demonstrated in intestinal cells. In endothelial cells,
some PUFA such as y-linolenic acid or EPA increase transepithelial electrical resistance
and reduce paracellular permeability. Studies involving CF patients are definitely needed to
assay intestinal cell adhesion molecules and their relation to FA status.

Enterocyte Phase Abnormalities

IV.1. Enterocyte Lipid Uptake

IV.1.1. Physiology

EFAs may be absorbed by enterocytes, mostly in the form of EFA and MG. Until
recently, it was assumed that these lipids diffused passively through the enterocyte brush
border membrane [205]. Indeed, earlier studies reported that the uptake of FAs occurred at
0°C, implying that the process is strictly passive. In particular, the intestinal absorption
mechanism of linoleate was noted to depend on its intraluminal concentration, showing a
passive diffusion at high concentrations. However, a transporter was required at weaker
concentrations [206]. Accordingly, the absorption of FFA was found to be a saturable

phenomenon that can be inhibited through competition with long-chain PUFA [207]. These
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observations suggest that FA uptake is a concentration-dependent dual transport
mechanism involving both passive diffusion and a carrier-dependent process. Recently,
several membrane transport systems have been identified and they seem to be involved in
the enterocyte absorption of lipids: membrane FA binding protein (FABPm), capable of
facilitating transmembrane passage mainly of FAs, but other lipids as well [208-210]; FA
translocase/cluster determinant 36 (FAT/CD36) implicated in long-chain FA transport
[211-213]; scavenger Receptor class B type I (SR-BI) that plays a role especially in
cholesterol movement (absorption and/or efflux) at the enterocyte level [214]; ATP
Binding Cassette transporter family that provides several cholesterol carriers: ABCGS and
ABCGS cooperate to limit sterol intestinal absorption, rather facilitating cholesterol efflux
toward the intestinal lumen and their mutations predispose to sitostrolemia [215,216]; and
ABCALI expressed in the enterocyte, which could partially control cholesterol efflux toward
the intestinal lumen [217], although its exact role in the brush border membrane remains
controversial [218,219]. Recently, a new protein called Nieman Pick Cl-Likel was
identified in the small intestine. It seems closely involved in intestinal cholesterol
absorption, a pathway sensitive to sterol absorption inhibitors such as ezetimibe [220,221].

IV.1.2. CFTR and Lipid Transporters

No study to our knowledge has investigated the interaction that may exist between the
CFTR and these lipid transporters. Yet, the CFTR is known to modulate the activity of
other carriers as well as certain ionic channels, for instance [37,222]. The CFTR regulation
of other intestinal ionic transporters is effectively diminished in CF patients [223].
Furthermore, a microarray study on pulmonary tissue from knock-out CFTR mice shows
that membrane transporters specific for ligands as different as glutamate, hormones or

neurotransmitters have their expression influenced by CFTR [224]. The completion of the
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same type of study on intestinal tissue would likely offer interesting tracks to target lipid
transport proteins capable of being influenced by the CFTR. The large diversity of
transporters interacting with the CFTR could lead to impairment in enterocyte lipid uptake
and trafficking in CF, which would represent another cause for nutrient malabsorption.

The existence of anomalies in the enterocyte uptake to EFA is controversial. In effect,
EFA intestinal absorption in patients does not always appear to be impaired. Some studies
report that the rate of linoleic acid absorption is normal when pancreatic enzyme
supplementation is given at sufficient doses [225]. Apparently, even the presence of
steatorrhea was not accompanied by diminished EFA absorption [186] and no correlation
has been established between steatorrhea and EFAD in preadolescents with CF [226]. On
the other hand, a recent study has shown that patients undergoing pancreatic enzyme
treatment display a reduction in the intestinal uptake of long-chain FAs [9]. The
differences between these studies may indicate either that the intestinal malabsorption does
not in itself explain the EFA deficit or that the severity of CFTR mutation could influence
the enterocyte absorption of lipids. Unfortunately, genotyping analysis has not been carried
out in most of these investigations. Future developments will get to the bottom of these
major unsolved questions by tracing the defects in enterocyte lipid uptake, the status of
lipid transporters, the relationship with CFTR in CF patients and fat malabsorption.

IV.1.3. EFAD and Lipid Transporters

Early studies on EFAD did not notice an anomaly in the enterocyte transport of EFA
[186,196,227]. However, these data have not been confirmed. The studies are somewhat
outdated and the sensitivity of the techniques used may be called into question.
Furthermore, several elements suggest that EFAD may be implicated, at least to some

extent, in lipid intestinal malabsorption. Indeed, EFAD can affect the lipid composition of



163

the enterocyte membrane and modify its fluidity, which may directly disturb the
functioning of the transporters that can be found there. Moreover, some transporters like
the SR-BI or CD36 could act as transporters, not directly, but by creating a special micro-
environment in the neighbouring membrane lipids. This local change favors the transfer of
their ligands [228]. In this model, it appears very likely that a modification of the
physiochemical properties of the membrane, as is the case in EFAD, may impact on the
transporter lipid transfer abilities. EFAD could also influence these lipid transporters more
directly. In effect, most of these transporters are regulated by long-chain FAs: the
expression of the FABP and CD36 genes is increased by long-chain FAs [229]; the SR-BI
protein is also regulated according to the type of long-chain FAs (unpublished personal
data); and finally, the polyunsaturated FAs trigger a decrease in the ABCA1 protein,
thereby reducing the basolateral efflux of cholesterol in human Caco-2 cells [230]. This
regulation could be drilled through a reduction in ABCAI1 expression [231] or an increase
in the degradation of the protein [232].

FAs can also act directly on the level of expression of the CFTR protein. In this way,
a short-chain FA, the butyrate, increases CFTR expression significantly in animal
epithelium cell cultures [233]. It is interesting to note that this same FA modulates lipid
synthesis, the biogenesis of apolipoproteins (apos) and the assembly of LP in the enterocyte
[234]. To our knowledge, there are no similar studies with long-chain FAs or EFAs. The
potential role for the CFTR in all the enterocyte lipid synthesis steps underlines the need

for new investigations, which may lead to new therapeutic strategies.
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IV.2. Enterocyte Lipid Trafficking

1V.2.1. Physiology

After crossing the brush border membrane, the lipids must be processed by cytosolic
proteins for their intracellular trafficking toward various compartments, including the
endoplasmic reticulum (ER), where their reesterification may take place. However, the
precise mechanisms behind this transport remain unclear. Certain transport proteins have
been identified, but their roles often remain hypothetical: the Sterol Carrier Protein (SCP-2)
and two cytosolic FABP capable of linking FA in particular, but also PL. According to our
unpublished and preliminary data, intestinal-FABP (I-FABP), which is restricted to the
intestine, could direct the FAs to membranes for lipid cycling or to a degradation pathway
(peroxisome or mitochondria), whereas the liver-FABP (L-FABP), also found in the liver,
could guide them to the ER to be assembled into LP. I-FABP and L-FABP bind differently
according to lipid class, but both with a greater affinity for unsaturated FAs than saturated
FAs.

IV.2.2. CFTR and Enterocyte Lipid Trafficking

No study has examined the interactions that can exist between the various proteins of
the cytoplasmic transport of lipids and the CFTR. However, it has been clearly
demonstrated that anomalies in CF exist in the intracellular movement of the CFTR itself.
Various physiochemical conditions, such as low temperatures [233] or chemical agents
[235], are able to increase the stability of the mutated CFTR protein and avoid its abnormal
retention in the ER [236,237]. The latter would, in part, be attributable to a defective
interaction between the CFTR and certain PLs that play the role of lipid chaperones.

Obviously, the mutation of AF508 causes the CFTR protein to lose its ability to bind

preferentially with phosphatidylserine rather than with PC. The replacement of PC with
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non charged analogues in mutated cell cultures increases CFTR expression and the quantity
of its mature form. Therefore, certain PLs through their lipid chaperone function seem
important for the intracellular trafficking of the CFTR [238]. Moreover, the invalidation of
the CFTR initiates changes in gene expression as well as protein degradation via ubiquitin-
dependent proteasome, which may modify several transport proteins [224]. Overall, these
studies support the concept that CFTR is modulated by PLs and indicate potential
relationships between CFTR and other local transporters. Unfortunately, it remains
unknown how EFAs contained in PLs directly alter the activity of CFTR and whether a
“partnership” exists between CFTR and intracellular lipid transporters in the enterocyte.
Forthcoming investigations will highlight new links between the CFTR, EFAs and cellular
processes, which may identify important factors that play a role in networks of lipid
signalling and transport.

IV.2.3. EFA and Enterocyte Lipid Trafficking

The assembly of microtubules is critical for intracellular trafficking and chylomicron
transport [239,240]. Early reports had indicated that the administration of microtubule
inhibitors led to a decrease in the conveyance of radioactive lipids in rat enterocytes [241].
Certain EFAs, such as y-linoleic acid or AA, regulate the microtubule polymerization
[242,243]. Thus, EFAD could hinder intraenterocyte trafficking through an alteration of
microtubule polymerization, synthesis or function.

IV.3. Lipid Esterification and Lipoprotein Synthesis

IV.3.1. Physiology

The products of lipolysis once absorbed and transported to the ER are resesterified to
form TG, PL and CE through specific enzymatic pathways. This reesterification involves

several enzymes monoacylglycerol acyltransferase (MGAT), diacylglycerol acyltransferase
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(DGAT), glycerophosphate acyltransferase, phosphatidate phosphodiesterase, lyso-PC
acyltransferase, CE and acyl-coenzyme A:cholesterol acyltransferase (ACAT). After their
synthesis, hydrophobic lipids must be associated with proteins or apolipoproteins, in order
to allow their solubilization in the blood circulation, thereby forming complexes known as
LP. The intestine is capable of secreting most lipoprotein classes (chylomicrons, VLDL,
HDL), but chylomicrons represent the specific and most abundant class in the enterocyte.

Note that apo B is a component that is essential for LP assembly and secretion by the
intestine. It exists in two forms: apo B-100, present particularly in the liver, but to a limited
extent in the intestine, and apo B-48, which is specific to the enterocyte that results from
the posttranscriptional modification of the apo B-100 mRNA, or editing, involving an
enzymatic complex called APOBEC-I (apo B mRNA-editing catalytic subunit-1) [244].
Other apos are produced in the enterocyte, mainly apo A-I and apo A-IV that is exclusively
of intestinal origin in humans [245]. During its synthesis in the ER, apo B must undergo
lipidation that protects it from degradation by the proteasome [246]. Lipid transfer from the
endoplasmic reticulum to apo B requires microsomal triglyceride transfer protein (MTP)
intervention. This step is crucial for chylomicron assembly as noted in
abetalipoproteinemia, an iliness brought on by the mutation of the MTP gene, where there
is defective lipoprotein secretion [247].

Pre-chylomicrons are exported to the Golgi apparatus where they undergo their final
maturation (glycosylation of the apos, modification of certain PLs, etc.) before being
secreted through the basolateral membrane into the lymphatic milieu. It is important to note
the role of cargo proteins in the secretion step, which has been highlighted in chylomicron
retention disease: the mutation of the Sar-1 GTPase protein prevents the secretion of

chylomicrons through the dependent COPII vesicles [248]. TG transfer from the ER to the
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Golgi apparatus seems to be a limiting step in fat absorption [249]. After being secreted
into the lymphatic capillaries, intestinal LPs are discharged into the systemic blood
circulation through the thoracic canal.

IV.3.2. Role of the CFTR in the Intracellular Phase

In CF patients, lipid composition, concentration and size are irregular [250]. At
present, the role played by CFTR anomalies is unknown. To our knowledge, no study has
focused on the possible interactions of the CFTR with the implicated enzymes in lipid
reesterification, apo B biosynthesis, MTP activity or the relationship with Sar-1 GTPase
protein expression.

It is during this LP secretion step that interactions with the CFTR may be the most
likely. In fact, CFTR mutations alter the secretion not only of electrolytes, but also of

substances as different as BAs by the hepatocyte [172], y-light chain antibodies by

lymphocytes [251], INFy by monocytes [252] or neurotransmitters by pulmonary
neuroendocrine cells [253]. Since the enterocyte represents a key cell in the
physiopathology of CF and given the numerous lipid aberrations observed in this disease, it
appears essential to study the secretion abilities of lipids by epithelial cells instead of
focusing only on the digestive mechanism in CF as is presently the case. For example, the
recent analysis of RNA, influenced by CFTR knock-out, identified a number of proteins
involved in LP metabolism, including proteasome 26S [224]. The latter subunit is the major
proteolytic component of the ubiquitin-dependent proteasome. As mentioned before, the
ER-localized ubiquitin-proteasome pathway is primarily involved in the intracellular
degradation of apo B. Its alteration in the absence of CFTR [224] indicates potential

relationships between CFTR and the apo B recovery/degradation pathway, thereby
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determining LP assembly and secretion. Furthermore, there is increasing evidence that
CFTR regulates endosomal fusion and vesicular trafficking [254], indicating potential
relationships between the CFTR and ADP-ribosylation factor [254], which has a central
role in VLDL assembly [255]. Finally, the Sar-1/COPII complex is necessary when apo B-
100 exits the hepatic ER [256] and apo B-48 containing chylomicrons are exported from
the enterocyte [248]. However, the Sar-1/COPII complex is also implicated in the exiting
of CFTR from the ER [257] for its entry into the proteasome degradation pathway [258].
Overall, these observations demonstrate the existence of possible interactions among apo B
elaboration, chylomicron packaging and CFTR function. Hence, CFTR mutations may
significantly affect lipid transport and obviously studies are needed to clarify this
relationship.
IV.3.3. Possible Implications of EFAs in Intracellular Lipid Transport

It is important to underline that the anomalies in the reported LP during CF are most
marked in patients with EFAD [250]. These defects may either be the direct consequence
of EFAD on LP synthesis or may only reflect an association between the type of CFTR
mutation and lipid metabolism. A phenotypic classification of LP profiles according to
genotype would allow us to elucidate this question. In fact, EFAD could cause interference
at several levels within the process of LP synthesis and secretion.

TG reesterification rates are diminished in rats during EFAD [259,260]. Lipid
membrane modifications, notably long-chain FAs, are known to change the functioning of
reesterification key enzymes such as MGAT [261]. Similarly, intake rich in (n-3) FA
lowers the ratio (n-6)/(n-3) and leads to an activation of DGAT and ACAT [262].

Therefore, an unbalancing of the EFA status could affect the lipid reesterification step.
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Biosynthesis through the enterocytes of several apos, such as apo B or apo A-IV, is
regulated in a specific way by certain EFAs [263-265]. Experimental studies confirm
investigations carried out on humans [266]. Thus, EFAD is possibly deleterious for the
synthesis of the main intestinal LP. Accordingly, enterocyte secretion of synthesized lipids
is impaired during EFAD in mice and rats, which translates into an accumulation of large
lipid droplets in the intercellular space [196]. Notably, in EFAD, the balance between the
various EFAs rather than directly the absence of EFAs could impair the exocytosis
mechanism. In effect, in enterocyte cultures, certain EFAs, such as EPA, decrease TG
esterification and PL transfer from the ER to the Golgi and the mechanisms responsible for
these processes have not yet been specified [267]. Similarlyy, EFAD may affect
microtubules [242,268], as we previously mentioned, which could impact on the assembly
and secretion of chylomicrons [239,240,242,268].

Conclusions

It is well established that defective digestive processes in CF patients are secondary to
pancreatic insufficiency. However, it is difficult to reconcile the failure of appropriate
pancreatic enzyme replacement therapy with the persistent fat malabsorption. Since
mutations in CFTR result in impaired intracellular pH organelle, glycosylation and
sialylation in mammalian cells, it is possible that disturbances in intestinal CF lipid
transport may also be associated with cause-related changes in the second step of fat
absorption, i.e. the intracellular phase leading to lipolytic product uptake and esterification,
apolipoprotein synthesis and processing, and nascent lipoprotein assembly and secretion
following the fusion of Golgi vesicles with the basolateral plasma membrane. This
hypothesis is reinforced by the findings that CFTR dysfunction alters further intracellular

pathways, crucial for lipoprotein packaging and delivery, such as ubiquitin-proteasome
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complexes, endosomal fusion and vesicular trafficking, as well as Sar1/COP II and ADP-
ribosylation factor 1/COP I systems. Additionally, in keeping with substantial growing
evidence from the available literature, it is reasonable to put forward that EFAD contributes
to CF malabsorption by interfering with intra-enterocyte lipid transport. If previous studies
had entirely attributed EFAD to diminished EFA intake and malabsorption, it is likely
today that a mutated CFTR may also decrease the incorporation of EFAs in PL [42],
increases the release of AA [49], lowers the concentrations of linoleic acid and DHA, and
disrupts EFA metabolism [42,50]. An interrelation between CFTR and EFAs is
demonstrated when the chloride channels are blocked chemically [41]. Nevertheless, the
exact relationship between CFTR and EFAs remains unclear and studies in this
fundamental direction would shed considerable light on our understanding of the
mechanisms responsible for EFAD in CF. This aspect is particularly important given the
suggestions that EFAD is related to a basic defect in FA metabolism. It seems imperative
that rigorous and long-term studies be conducted on EFA supplementation to normalize
EFA status in CF patients, otherwise EFAD would continue to affect intestinal lipid

transport and to simultaneously exacerbate the poor clinical course of the CF patients.
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ABSTRACT (342)

Background & Aims: Lipoprotein assembly is critical for intestinal absorption of dietary
lipids and fat-soluble vitamins. Mutations in SARA2 gene coding for Sarl GTPase
prevents chylomicron secretion and leads to chylomicron retention disease (CRD). The aim
of this study was to expand the molecular delineation of CRD, to provide a complete
clinical and biological description of the largest cohort so far described and to compare the
long-term evolution of two sub-cohorts from France and Canada. Patients & Methods:
The investigation was carried out on clinically diagnosed 7 patients from France and 9 from
Canada. Peripheral blood samples were obtained for genomic DNA isolation. Exon-specific
intronic primers were used to amplify DNA samples from individuals. PCR products were
subsequently sequenced to detect mutations. Results: Compared with age- and sex-
matched controls, CRD patients presented early in their lives with fat malabsorption,
deficiency of vitamins A, E and essential fatty acids, as well as severe hypocholesterolemia
coupled with decreased levels of LDL- and HDL-cholesterol, and apolipoproteins A-I and
B. The mutation spectrum of SARA2 gene in our French and Canadian groups includes 4
missenses, 1 deletion and 1 splice, which spanned 4 distinct exons. Our analysis has
identified 3 novel mutations (364G-T, exon2del and 554G-T) in addition to the mutations
reported previously (409G-A, 537T-A, 83-84delTG). Carrier screening of our samples also
revealed two different compound heterozygotes harbouring the combined mutant alleles
L28fsX34-D137N and S179R-D137N. The new mutations are expected to impact on the
affinity of Sarl GTPase to both GDP/GTP and sec23 component of the coat protein COPII.

French patients with the new mutations displayed later debut and milder lipid disorders
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than the Canadians subjects. Conclusions: The cohorts of French and Canadian CRD
patients are characterized by different mutations and the degree of plasma lipid
abnormalities. However, our long-term follow-up disclosed persistent defective lipid
profile in all the patients along with clinical particularities in some patients whatever the

molecular aberrations.
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INTRODUCTION

The small intestine produces chylomicrons (CM) in the postprandial state. The assembly of
these large lipoprotein particles is critical for the transport of fat and lipid-soluble vitamins.
Although significant strides have been achieved over the three last decades in the
understanding of the formation of intestinal lipoproteins (1-3), additional efforts are
obviously necessary to delineate the intracellular mechanisms of CM elaboration. Studies
of genetic disorders have afforded tremendous insights into the mechanisms involved in
intestinal lipid handling and lipoprotein metabolism. Such congenital pathophysiological
conditions have undeniably highlighted the crucial role of apolipoprotein (apo) B-48 (4-6),
microsomal triglyceride transfer protein (MTP) (7; 8) and Sarl GTPase (9). Currently, it is
considered that the packaging process starts with the biosynthesis and entrance of apo B-48
into the lumen of the endoplasmic reticulum (ER) where lipids are added through the
interaction with pivotal MTP allowing correct folding of apo B-48. The latter protein is
then sorted into exit sites, to leave the ER by vesicles formed under the influence of Sarl
GTPase and COPII (coatamer proteins). Mutations in the genes of apo B-48, MTP and Sarl
GTPase result in hypobetalipoproteinemia, abetalipoproteinemia and chylomicron retention
disease (CRD), respectively, all characterized by chronic fat malabsorption leading to
steatorrhea and fat-soluble vitamin deficiency, failure to thrive and variable neurological

manifestations.

The assembly and secretion of apo B-containing lipoproteins requires the transport of
proteins between the ER and the Golgi. Newly synthesized proteins, such as apo B-48
destined for secretion, are sorted into COPII-coated vesicles, which bud from specialized

regions of the ER and then deliver their content by fusing with recipient Golgi membrane
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sites. The efficient operation of COPII pathway necessitates two multimeric complexes
(Sec23/24p and Sec13/31p), and Sarl, a GTPase of the Ras superfamily (10). The GTP-
binding protein Sarl is particularly essential for the budding reaction and is also important
for correct vesicle targeting and fusion (11). The requirement of Sarl for the intracellular
CM transport has only recently been established in view of mutations identified in the
SARA2 gene that encodes Sarlb (12) which is consistent with previous data demonstrating
that GTP binding and hydrolysis are required for the transport of cargo from the ER to the
Golgi apparatus (13). To our knowledge, no systematic investigation has reported long-
term data about CRD and no studies have been able to examine how genetic and
phenotypic variations correlate. The main objective of the current work was to determine
whether different mutations of SARA2 influence lipid parameters, apo profile, clinical
features and the response to nutritional treatment. The identification of mutations in the
SARA2 gene may shed new light on genetic variations responsible for autosomal
dominantly inherited CRD. In this analysis, the most comprehensive published so far, we
screened a large series comprising 16 for mutations in the SARA2 gene by direct

sequencing to evaluate the clinical phenotype to establish a genotype/phenotype relation.
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SUBJECTS AND METHODS

Subjects

Sixteen patients, 8 girls and 8 boys, with a mean age of 12 years (4 to 23 y) were recruited
from two pediatric gastroenterology unites: Edouard Herriot Hospital, Lyon, France (7
patients, families 1 to 3 and Sainte Justine Hospital, Montreal, Canada (9 patients, families
4 to 9. Theses patients were seen for a malabsorption syndrome diagnosed as CRD. Initial
data at the diagnosis, follow-up information and fresh observations were obtained from
medical records. The patients underwent clinical appraisal, such as neurological exam with
electromyography, electroretinograph and visual evocated potentials, as well as hepatic and
cardiac ultrasonography and bone density assessment. Patients’plasma tests were compared
to determinations of age and sex-matched healthy controls. Informed consent was obtained
from the patients or their parents and permission to conduct the study was obtained from

the Ethics Committees of Edouard Herriot and Sainte Justine hospitals.

Anthropometry

Height and weight, expressed in percentile, were determined by employing the American
curves established by the Center for Disease Control (http:/www.cdc.gov/growth charts).
After measuring height by a standard clinical apparatus, target height (TH) was calculated
for boys [(mother height + father height + 12) / 2] + 3 and for girls [(mother height + father

height - 12) /2] + 3.
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Intestinal biopsies specimens

Fasting intestinal biopsy specimens were obtained from the proximal duodenum by
gastroscopy, except for two oldest patients (4-1 and 8-1) who provided a biopsy with Carey
capsule at the ligament of Treitz. Frozen sections were treated with oil red-O to stain
neutral fat. Another biopsy was fixed in formalin for routine histology and another was

processed for electron microscopy.

Steatorrhea

Steatorrhea was determined by collecting stools between two carmine red markers
consisting of 200 mg of powder dissolved in water given 72 h apart. The data (X + SD)
showed no differences between the French group (7.5 £ 1 g/day) and the Canadian group

(11 £ 2.5 g/day).

Bone density

Bone mineral density of lumbar spine was measured by dual energy X-ray absorptiometry
(DXA; Lunar Prodigy, Madison, WL, YSA). The results were compared to healthy age- and
sex-matched controls and expressed as Age-Egal Z-Score for L2-L4. Osteopenia in

children is defined as bone mineral density below 2 SDS (14).

Blood samples
Blood samples were collected in tubes containing 1 g EDTA/L after subjects had fasted for
12 h overnight. Plasma was separated immediately by low-speed centrifugation (700 x g for

20 min) at 4°C.
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Molecular diagnosis

DNA from 5 ml EDTA-anticoagulated blood was extracted by resin-chloroform (Nucleon
BACC3, Amersham, Baie d’Urfé, Canada). Mutations in SARA2 were determined by
sequencing exons 2 to 7. The primer sequences were obtained from PRIMER3 web site

(www.genome.wimit.edu) and from SARA2 gene sequence (Genbank,

www.ncbi.nlm.nih.gov). The sizes of amplicon included the exon-intron boundaries to

detect potential splice site mutations. In exon 4, the amplicon comprised an intronic 40 bp
polyT sequence. The PCR amplifications were carried out with polymerase Optimase Taq
(Transgenomic) for exons 3, 5, 6, 7, with EurobioTaq (Eurobio) for exon 2 and with
Hotstar Taq (Quiagen) for exon 4. The exon numberl was not amplified because of its
uncoded region (first ATG codon in exon 2: Gene, ncbi web site). PCR amplicons were
sequenced with ABI PRISM BigDye ready reaction reagent set (Applied Biosystems) on an

ABI PRISM 3100 DNA sequencer (Applied Biosystems).

Fatty acid analysis

Fatty acids (FA) in whole plasma were assayed by an improved method described by us
previously (15). Briefly, each sample to be analyzed was subjected to direct
transesterification and then injected into a gas chromatograph (model HP 5880; Hewlett-
Packard, Rockville, MD) by using a 60-m fused silica capillary column coated with SP

2331.

Vitamin measurements



200

Plasma vitamins were measured as described previously (16) using HPLC system equipped
with a spherical 5-um C,g octadesilsilane Hypersil column (20 cm x 2.1 mm internal

diameter; Hewlett-Packard).

Lipid and lipoprotein analysis

Plasma concentrations of total cholesterol, free cholesterol, and triacylglycerols were
measured enzymatically with a commercial kit (Boehringer Mannheim, Montreal) as
reported previously (17; 18). Cholesteryl esters were calculated as 1.7 times the difference
between total and unesterified cholesterol. Phospholipids were measured by the Bartlett
method (19). High-density lipoprotein (HDL) cholesterol was measured after precipitation
of very low-density lipoprotein and low-density lipoprotein (LDL) with phosphotungstic
acid (20; 21). Apo A-I and apo B were measured by nephelometry (Array Protein System,;

Beckman).

Statistical analysis

All values are expressed as means = SEMs. Statistical differences were assessed by

Student's two-tailed ¢ test. P values <0.05 were considered significant.
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RESULTS

The baseline characteristics of the Canadian and French patients are provided in Table 1.
The two groups of subjects were comparable for age, gender, weight and height percentiles,
as well as the onset and type of symptoms. Nevertheless, French patients were
characterized by a high rate of parental consanguinity, delayed diagnosis with a shorter

follow-up and decreased weight and height percentiles during the current investigation.

Table 2 exhibits the individual clinical findings at diagnosis. Most of the patients presented
with failure to thrive, diarrhea and vomiting. The majority of them displayed elevated
values of alanine aminotransferase (1.5 to 17-fold normal levels) and aspartate
aminotransferase (1.5 to 12-fold normal levels). Hepatomegalia was noted only in 3
patients. Incorrect diagnoses such as ricketsia, celiac and metabolic diseases, hepatitis and
hypobetalipoproteinemia were first formulated before CRD was pertinently discriminated.

However, the commonest misdiagnosis was protein bovine allergy.

Histologically, in routine optical microscopy, the mucosa of biopsies taken from the
duodenal region at fasting was of normal thickness with villi of typical height. Very often,
the enterocytes were swollen up as a result of the presence of numerous lipid droplets. In
electronic microscopy, these lipid droplets were of variable size in the case of the Canadian
patients (Fig.1) and of homogeneous dimension in the case of the French patients (Fig.2).
The lipid structures in the French patients’epithelium accumulated in membrane-bound
vesicles throughout the cytoplasm, and ultrastructural analysis of the Canadian subjects
displayed huge membrane-bound compartments even close to the basolateral membrane

(Fig. 1 and 2).
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The persistent, clinical complications after evolution are listed in Table 3. Few patients
maintained high values of transaminases and three developed steatosis. Elevated activity of
creatine kinase was detected in the plasma of 11 patients while myopathic changes were
noted by electromyography in 4 individuals. Abnormal visual evoked potential testing was
recorded in 3 patients and atypical electroretinogram was demonstrated in one subject,
consistent with irregular neurological and ophthalmologic system functions. Furthermore,

bone density was below normal values in most young patients.

Mutation spectrum of SARA2 gene in the patients with CRD in France and Canada is
described in Table 4. By using PCR/SSCP and DNA sequencing, all exons of SARA2 gene
in the 16 patients with CRD were studied. A total of 6 different mutations, including 4
missenses, 1 deletion and 1 splice were detected. In addition to known mutations (409G-A,
537T-A, 83-84delTG), 3 novel mutations were identified in the current investigation:
364G-T, exon2del and 554G-T, leading to E122X, deletion of the first 43 amino acids, and
G185V, respectively, in the Sarl GTPase protein. The mutations 364G-T and 409G-A were
the prevalent molecular aberrations with relative frequencies of 23.5 and 17.6%,
respectively. The other relative frequencies of Exon2del, 554G-T, 537T-A and 83-84delTG
were 5.9, 5.9, 11.8 and 5.9%. Evidently, the mutation spectrum of SARA2 in France is

different from that of the Canadian population.

Plasma lipids, lipoprotein cholesterol and apos in all study subjects (~12-year-old) are

given in Table 5. The CRD patients were characterized by marked hypocholesterolemia
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coupled with a decrease in both free cholesterol and esterified cholesterol as well as in
phospholipids, when compared to healthy age- and sex-matched controls recruited from
Canada and France. The low plasma cholesterol was largely accounted for by the limited
cholesterol content of both LDL and HDL lipoprotein. Accordingly, the protein moieties of
LDL and HDL, apos B and A-I, respectively, were decreased. Importantly, the Canadian
cohort was more affected in its levels of total cholesterol, esterified cholesterol, LDL-

cholesterol and HDL-cholesterol in comparison with the French cohort.

The plasma FA composition of the CRD patients (~12-year-old) displayed several
significant differences compared with those of the age- and sex-matched control subjects
(Tables 6A and 6B). For example, the proportion of palmitic, stearic and oleic acids was
significantly higher in CRD patients whereas the percentage of their essential fatty acids
(EFA), linoleic and alpha-linolenic acids, was lower. The overall percentages of the various
FA species and the ratios of FAs relevant for the assessment of EFA deficiency were also
altered in CRD patients. Proportions of both n-3 (o-linolenic acid) and n-6 (linoleic acid)
EFA precursors were lower in CRD patients than in control subjects, whereas proportions
of saturated and monounsaturated (n-7 and n-9) FAs were higher. The ratios of
eicosatrienoic (20:3n-9) to arachidonic acid (20:4n-6) and of palmitoleic acid (16:1n-7) to
linoleic acid (18:2n-6), established indexes of EFA status, were higher in CRD patients

than in control subjects, confirming EFA reduction in CRD patients (Table 7).

Long-term evolution of lipids, lipoproteins, apos, liposoluble vitamins and plasma
transaminases and muscular enzymes was assessed by comparing the data early at age of

diagnosis and afterwards at ~12 years. Figure 3 depicts the different parameter patterns in
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the Canadian and French subjects. A slight improvement, although not significant, was
noticed in the levels of total cholesterol, LDL-cholesterol and HDL-cholesterol (Fig.3) as
well as apo A-I (Fig.4) of French patients, whereas a worsening was observed in similar
determinations of Canadian patients. On the other hand, both cohorts exhibit amelioration
in the plasma levels of vitamins A, E and D even though normal concentrations of vitamins
A and E were not attained (Fig. 5).

The next step in our study was to clarify whether the SARA2 mutations influence the
clinical and biochemical phenotypes of the CRD patients. The clinical outcome of French
patients with the 364G>T, 554 G>T and the deletion of exon 2 was worse than that of the
Canadian patients with 409G>A and 537T>A as well as the heterozygote compound
409G>A regarding growth (height and weight), AST transaminase, neuromuscular
evaluation, ophthalmologic findings, bone density and plasmatic vitamins (Table 8). On the
other hand, the plasma lipids were more affected in the Canadian subjects. Interestingly, in
relation with CK values, minimal abnormalities were noted in a muscle biopsy obtained
from a Canadian patient. We could observe disorganization in focal Z line, which
apparently affected a few sarcomers. Additionally, a loss of Z lines was apparent as

illustrated in Figure 6.
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DISCUSSION

Intestinal cells synthesize and secrete CM in the postprandial state. Our previous work
showed that the production of these particles is faulty in CRD (22; 23), a disorder caused
by defective SARA2 gene. Using the largest cohort so far described, we substantiated the
involvement of SARA2 abnormalities in alimentary fat absorption, identified new
mutations potentially affecting the affinity of the encoded Sarl GTPase protein to COPII
sec23 component, compared the distribution of SARA2 mutations in two subgroups
originating from Canada and France, provided the longitudinal clinical course and response

to treatments and attempted to assess the genotype-phenotype associations.

Molecular analysis of the SARA2 gene from patients with CRD has allowed the
characterization and distribution of different types of mutations in this gene. One new
missense mutation in exon 6, 364G>T (E122X), is exclusively and most commonly
expressed in French patients. Its frequency among the cohort of 16 subjects is 25%.
Deletion of exon 2 and 554G>T in exon 7 represent the additional novel mutations detected
in the French cohort only, with the respective frequency of 12,5% and 6.25%. All these
novel mutations are predicted to diminish the affinity either for Sec23 or for GDP/GTP,
which may affect the trafficking of secretory proteins (necessary for CM exocytosis)
between the ER and the Golgi apparatus. The other obvious mutations have been already
reported by Jones et al. (24) and were noticeable in the Canadian cohort with the relative
distribution of 18.75% for 409 G>A in exon 6, 12.5% for 537 T>A in exon 7, and 6.25%
for 83-84delTG in exon 3. These known mutations would reduce or totally eliminate the

affinity for GDP/GTP, thereby inhibiting Sarl GTP hydrolysis and stabilization of Sarl

membrane binding.
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The sex ratio female/male in our study is equivalent to 1. Although previous studies
reported less females than males suffering of CRD (25; 26), the autosomal transmission of
CRD is now well established and our results using a large cohort confirm that males and
females have the same risk of developing the disease with comparable phenotypes.
Interestingly, the two subgroups in our cohort have different ethnic origins. The Canadian
patients are all French Canadian, but the French subjects are from three different origins:
Turkey, Algeria and Portugal. The majority of previous cases mentioned in the scientific
literature were in fact from North Africa (27-29). Therefore, our cohort is largely
representative of the patients all over the world and probably includes most of the CRD
mutations that have distinctly been split into the two subgroups. Additionally, the rate of
consanguinity is elevated in the French subgroup where 6 out of 7 parents are cousins,
while only one case of consanguinity has been spotted among the Canadian patients.
However, the Canadian cohort is characterized by only 3 mutations, which concurs with the

homogeneous genetic background of French Canadians.

To our knowledge, this is the largest described cohort with genetically confirmed CRD and
it provides a unique opportunity to define the relationship between molecular defects and
disease severity. The French group carrying the mutations 364G>T, 554 G>T and exon 2
deletion exhibited more severe clinical manifestations than the Canadian group harboring
the mutations 409G>A, 537T>A and the combined mutant alleles L28fsX34-D137N. The
French patients exhibited more: (i) delayed diagnosis with potential repercussions on
growth and neurological system function; (ii) growth retardation without catching up

evidence; (iii)) bone demineralization; (iv) marked and frequent neurological and
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ophthalmological abnormalities such as areflexia, elevated CK values and pathological
electromyography; and (v) deficiency in vitamins A, D and E at diagnosis as well as
decreased levels of vitamins A and E with advancing age. On the other hand, the Canadian
patients visibly had lower concentrations of EFAs, lipids and lipoprotein-cholesterol in
comparison with the French individuals. Presently, it may be hazardous to ascribe this
segregation of clinical and biochemical parameters to the distinct mutations discriminating
between Canadian and French patients. In fact, the genotype-phenotype correlations remain
difficult owing to the large variations of mutations and complex protein structure as well as
the function and heterogeneity of phenotypes. In particular, one cannot count on the ’gold
standard’’ 72-h fecal test to uncover the precise degree of malabsorption as a function of a
specific molecular aberration since this technique suffers from important limitations. The
fecal test relies on the quantitative relationship between dietary intake of fat and its stool
excretion. However, it is complicated to discern whether patients consumed an adequate
and known intake of fat for at least 72 hours and collect all stools corresponding to this
period of intake. The issues regarding patient compliance and quantitative collection of
stools together with the levels of steatorrhea in our patients, which were irrespective of the

diverse molecular defects, do not allow us to establish the genotype-phenotype relationship.

The institution of a low-fat diet supplemented with lipid soluble vitamins and EFA has
lessened gastrointestinal symptoms. According to our data, there was however obvious
deficiency signs of EFA and lipid soluble vitamins, which persisted with age progression.
Modification of the FA and vitamin profiles may be due to reduced dietary intake and fat
malabsorption, which may explain growth faltering in several patients since growth failure

and ocular and neurological complications have been found correlated with defects in EFA
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and vitamin status (30; 31). Importantly, these abnormalities may be preventable by
replacing vitamins A and E as well as EFA from an early stage and by maintaining a close

follow-up.

In the present investigation and previous studies, histological analysis pointed out the
normal presence of brush-border membrane along with excessive fat droplets in the
enterocytes of fasted patients with CRD (32). The comparison of the French and Canadian
patients revealed that intestinal biopsies are heterogeneous in appearance. Lipid-laden
enterocytes were characterized by smaller lipid droplets scattered throughout the cytoplasm
in the former subjects. Examination of the Canadian biopsies at higher magnification
showed the heterogeneous nature of the lipid particles that frequently skewed toward larger
sizes, but no lipid particles were evident in the interstitium between adjacent enterocytes.
Many of the lipid droplets were situated in membrane-bound vesicles in the French and
Canadian patients. The identity of the membrane-bound compartment is not clear. Since
COPII-coated vesicles cannot bud from the ER and export newly synthesised proteins and
CM towards the Golgi in view of the Sarl GTPase mutations, we propose that the
cytoplasmic membrane-bound vesicles derive from the breakdown of the ER
compartments. Additional studies are obviously necessary to delineate the intracellular
defective mechanisms in CRD since previous studies suggested that the lipoprotein-sized
particles were present in the ER and the Golgi apparatus (33; 34). In order to establish
whether Sarl ATPase deficiency affects the morphology of muscle, we analyse the ultra
structural aspect of the muscular tissue of a Canadian patients. Our findings denoted a focal
disorganization of the Z line with the loss of a few Z lines in specific regions of the muscle

specimen. Of interest was the absence of lipid droplets or lipofuscin inclusions despite Sarl
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GTPase deficiency. Obviously, these data are novel since no information related to muscle
morphology is available in CRD patients despite the evidence reported in

abetalipoproteinemia (35).

In conclusion, our study’s strengths lie in the following: (1) it is the most important cohort
to be published to date, since among the forty odd cases previously described, only two
cohorts were present, made up of 7 and 8 subjects each; (2) the description of the
subjects’phenotype is especially exhaustive, both clinically and biologically, thereby
providing new data on the clinical expression of this disease; (3) the subjects benefited
from very long-term follow-up (an average of 5 y for the French cohort and 10 y for the
Canadian, with some subjects receiving follow-up over more than 20 y); and finally (4) this
is the first work to compare phenotype with genotype in CRD. The scientific contribution
of this work includes the discovery of new mutations, a description of new phenotype data
(myolysis, absence of myocardial impairment) or the precise measurement of previously

known but unquantified clinical symptoms (e.g., bone demineralization).
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Table 1: Baseline Characteristics of the Canadian and the French Cohorts

| Canadian | French I P

Characteristics (n=9) (n=7)
Age (years) 12+£25 11.3+1.7 NS
Sex (female/male) 4/5 4/3
Consanguinity 1/9 6/7
Percentile at birth
Weight 50+ 10 40+ 10 NS
height 55+10 50£5 NS
Percentile at diagnosis
Weight 30+ 10 25+5 NS
Height 205 20+ 5 NS
Percentile within the study
Weight 50+ 10 25+5 0.04
Height 40+ 10 15+5 0.02
Onset of symptoms (month) 23+0.7 1.4+0.3 NS
Type of first symptoms FTT, diarrhea, vomiting,

abdominal distension,
Age at diagnosis (year) 1.5+1 6.4+1.3 0.01
Follow-up (year) | 10.6 +2 49+0.8 0.03

FTT, Failure to thrive

211



Table 2 : Individual Findings at Diagnosis

212

Patients FTT Digestive Symptoms Hepatic Evaluation  Previous Diagnosis
Diarthea Vomiting ALT  AST US

French

1-1 + + + N 3N N Metabolic Disorder
1-2 + + + N 1.5SN HM Ricketsia

1-3 - + + 25N 3N N Bovin Protein Allergy
1-4 - + + 1SN 2N N Bovin Protein Allergy
2-1 + + - 1.SN 3N HM  Bovin Protein Allergy
2-2 + + - 2N 2N N Bovin Protein Allergy
3-1 + + - N 15N N Celiac Disease
Canadian

4-1 + + + 15N N N Bovin Protein Allergy
5-1 + + + 2N 2N N Celiac Disease

6-1 + + + 17N I2N N Hepatitis

7-1 - + + 2N N HM  Hypocholesterolemia
7-2 + + + 2N N N Bovin Protein Allergy
8-1 + + + 3N N N Bovin Protein Allergy
8-2 + + + 7N 4N N Bovin Protein Allergy
9-1 + + - 3N 4N N Bovin Protein Allergy
9-2 - + - 15N N N Hypobetalipoproteinemia

ALT, Alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; CK, creatine kinase; HM,
hepatomagalia; EMG, electromyogram; VEP, visual evoked potential; ERG, electroretinogram,;
N, normal; FTT, Failure to thrive
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Table 6-A Plasma fatty profile in CRD patients and age-matched and sex-matched

control subjects

Fatty acids Total Subjects
Controls Patients P
(n=16) (n=16)
Myristique C14:0 1.34 +0.59 1.6 £ 0.46 NS
Pentadecanoique C15:0 0.31+0.13 0.22 +£0.05 0.03
Palmitique Cl16:0 25.70 £ 1.59 28.05+4.15 0.05
Heptadecanoique C17:0 0.33+£0.05 0.34+£0.11 NS
Stearique C18:0 6.42+1.19 7.76 £1.28 0.005
Arachidique C20:0 0.19+£0.03 0.25+0.12 NS
Behenique C22:0 0.44 +0.08 0.21+0.89 0.001
Lignocerique C24:0 0.59 +£0.61 0.29+£0.22 NS
Oleique C18:1(n-9) 10.31+2.59 2427+ 451 0.001
Eicosaenoique C20:1(n-9) 0.20+0.11 0.23 +0.09 NS
Eicosatrienoique-cis5,8,11 C20:3(n-9) 0.08+0.3 0.19+0.13 0.005
Nervonique C24:1(n-9) 0.62£0.11 0.93 £0.47 0.02
Palmitelaidique C16:1(n-9) Trans 0.06+0.12 0.32+0.35 0.01
Elaidique C18:1(n-9) Trans 0.28+0.10 0.13+0.08 0.001
Palmitoleique C16:1(n-7) 1.96 +£ 0.64 43+£1.24 0.001
Vaccenique C18:1(n-7) 1.44+0.16 2.70 £0.87 0.001
Linoleique C18:2(n-6) 31.7+3.19 13.02+3.44 0.001
7-Linolenique C18:3(n-6) 0.37+0.15 0.48 £0.17 NS
Homo-y-Linolenique C20:3(n-6) 1.17+0.36 1.75+0.44 0.001
Arachidonique C20:4(n-6) 520+1.28 649+ 1.71 0.02
Eicosadienoique C20:2(n-6) 0.13£0.02 0.18£0.05 0.006
a-Linolenique C18:3(n-3) 0.77+0.37 0.44 £0.19 0.004
EPA C20:5(n-3) 0.30+0.12 0.46 £ 0.30 NS
DPA C22:5(n-3) 0.26 £ 0.06 0.51+0.24 0.001
DHA C22:6(n-3) 0.94 +0.36 2.64+1.52 0.001
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1:

FIGURE 2:

Ultrastructural examination of Canadian CRD patients’ biopsies. The
intestinal tissue specimens were obtained after a 12-h fast and
examined by electronic microscopy. The micrograph of the upper
panel (A) shows the apical pole of the enterocytes exhibiting well
preserved microvilli and complete juxtaposition of intercellular
membranes where lipid particles are absent. The absorptive cells also
display fat droplets (of varying sizes) gorging the cytoplasm. X
7,000. The micrograph of the lower panel (B) illustrates the
basolateral region of the enterocytes revealing lipoprotein-like
particles clustered in membrane-bound compartments. Once again,
there are not lipoprotein-like particles in the intercellular space.

Fewer lipid droplets are noted. X 14,000.

Ultrastructural examination of French CRD patients’ biopsies. The
intestinal tissue specimens were obtained after a 12-h fast and
examined by electronic microscopy. The micrograph of the upper
panel (A) shows enterocytes swollen up with lipid droplets of more
homogeneous size than those observed in the Canadian biopsies
(Fig.1A). The intercellular is empty. The lower panel (B) depicts
lipoprotein-like particles surrounded by membranes at the basolateral

region.



FIGURE 3:

FIGURE 4:

FIGURE 5:

FIGURE 6:

221

Plasma lipids and lipoproteins at the time of diagnosis and after the
follow-up in Canadian (n=9) and French (n=7) CRD patients. Dotted
lines indicate the lowest limit of control range values.

*p<0.05 vs. French counterpart; T p<0.005 follow-up vs. diagnosis.
TG, triglyceride; TC, total cholesterol; LDL-C, low-density
lipoprotein cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol.
Plasma apolipoproteins at the time of diagnosis and after the follow-
up in Canadian (n=9) and French (n=7) CRD patients. Dotted lines
indicate the lowest limit of control range values.

*p<0.02 vs. French counterpart

Apo A-I, apolipoprotein A-I; Apo B, apolipoprotein B.

Plasma vitamins at the time of diagnosis and after the follow-up in
Canadian (n=9) and French (n=7) CRD patients. 100% indicate the
lowest limit of control range values. Values under 100% correspond
to a deficiency. Absolute normal values are for vitamin E: 12 to 28
micromol/L, vitamin A: 1.05 to 2.8 micromol/L, vitamin D: 30 to 70
nanomol/l.

p<0.03 vs. French counterpart; T p<0.008 flollow-up vs diagnosis;
T T p<0.001 follow-up vs diagnosis. Vit, vitamin.

Electron microscopy of a Canadian muscle biopsy. The black arrow
indicates an abnormality in focal Z line of sarcomers, whereas the

white arrow underlines a Z line loss X 8,900.
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Figure 1:
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Figure 2:




224

Figure 3
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Figure 4
Canadian French
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Figure 5
. Canadian French
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Figure 6
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Introduction

Chylomicron is a lipoprotein secreted exclusively by the enterocyte. Even if the
enterocyte is able to secrete all classes of lipoproteins, chylomicrons are the main carrier of
dietary lipids. This large lipoprotein (700 to 6000 A) is mainly composed of triglycerides
(TG). Apolipoprotein B (ApoB) is essential to the cohesion of the chylomicron structure.
ApoB is also found in very-low density lipoproteins (VLDL) and low-density lipoproteins
(LDL) secreted by the liver.

Many genetic diseases are responsible for ApoB synthesis, metabolism or secretion
abnormalities, causing intestinal malabsorption of lipids with growth retardation and neuro-
ophtalmological complications. During the last 20 years, genetic abnormalities have been
identified for three main disorders that constitute familial hypocholesterolemia:
hypobetalipoproteinemia (HB), abetalipoproteinemia (AB) and chylomicron retention
disease (CRD). The tables on lipid screening and oral fat load summarize biological lipid
differences among these diseases (table 1 and 2).

HypoBetaHB was first characterized [Leppert 1988]. The autosomal dominant
transmission seems specific to this group compared to the other familial
hypocholesterolemias. Therefore, lipid screening of parents can help with diagnosis: one of
them, or both, has decreased plasma cholesterol (table 1). But HB is a heterogeneous group
of ApoB abnormalities. Therefore, a clinical classification is used for this disease:
homozygotes for HB, who have the most severe form; symptomatic heterozygotes with
digestive and/or neurological symptoms; and asymptomatic heterozygotes who are the most
common (1/400 to 1/2500 of the general population). Mutation of the ApoB gene, on
chromosome 2, is found in only half of cases, leading to a shorter ApoB molecule, also
called truncated ApoB. The other abnormalities are responsible for the other half of cases
but yet are undeterminated. The characterization of HB has led to a better understanding of
the structural function of ApoB in chylomicrons.

A genetic abnormality in AB was identified in 1992 [Wetterau 1992]. ApoB is
synthesized by a continuous process. When lipid transfer does not occur in the enterocyte,

ApoB is degraded. The microsomal triglyceride transfer protein (MTP) is a protein located
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in the endoplasmic reticulum membrane; this heterodimeric complex is composed with two
sub units: the small unit of 58kD, also called Protein Disulfide Isomerase (PDI), and a large
subunit of 97kD [Wetterau 1990] [Wetterau 1991]. MTP protects the nascent ApoB by
lipidation in the reticulum plasma membrane. This lipid transfert activity depends only on
the large subunit. Mutation of the MTP gene on chromosome 4 affects the large subunit
wich is absent in the AB [Sharp 1993] [Shoulders 1993]. Then, this mutation affects the
MTP gene and protein, blocking the lipid transfer, thereby inducing degradiation of ApoB
and preventing chylomicron synthesis. Research on AB highlighted the pivotal role of MTP
for ApoB synthesis and triglyceride-rich lipoprotein assembly.

Recently, the gene implicated in CRD, or Anderson’s disease, was identified [Jones
1992]. It consists of mutations of the SARA2 gene, which encodes for the Sarlb protein.
The protein Sarlb interacts with intracellular proteins to mediate chylomicron transport
from the endothelial reticulum (ER) to the Golgi apparatus [Barlowe 1994] [Matsuoka
1998]. Briefly, Sarlb is a small GTP-binding protein that forms with two heterodimers, Sec
23/24 and Sec 13/31, the coating protein complex type II (COPII). COPII initiates budding
and captures cargo to eject vesicles from the ER towards the Golgi apparatus [Kirchausen
2000]. The interactions between Sarl and Sec23 form a concave complex that initiates the
coat complex assembly [Bi 2002]. Sec 24 interacts with Golgi proteins by means of
potential binding sites [Bi 2002]. In humans, there are two Sarl isoforms, designated Sarla
and Sarlb, differing by 20 amino acid residues. To date, only Sarlb have been found
mutated in Anderson’s, CRD and CRD-Marinesco Sjégren syndrome with associated
neurologic impairments. Until now, only 8 mutations have been described. For CRD, this
had increased our knowledge about intracellular transport of chylomicrons.

Clinicians may have many difficulties with CRD patients. First, the diagnosis of
CRD is often delayed because symptoms are non specific (diarrhea, abdominal distension,
vomiting, and failure to thrive...) and hypocholesterolemia may be attributed to
malnutrition secondary to malabsorptive diarrhea. Secondly, follow-up and treatment are
poorly defined for many reasons. The similarity between different familial
hypocholesterolemias may lead to the wrong diagnosis if a molecular test is missing. On
the other hand, CRD is a rare and often unknown disease. Indeed, only about 40 cases and

two small cohorts (7 and 8 patients, respectively) have been previously described
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[Anderson 1961] [Polonovski 1970] [Rey 1973] [Scott 1979] [Gauthier 1983] [Roy 1987]
[Pessah 1991] [Strich 1993] [Patel 1994] [Nemeth 1995] [Dannoura 1999] [Bouma 1986]
[Lacaille 1989]. Very long-term follow-up is not known although some adult case reports
indicate that neurological impairment may be serious, even if it occurs later and is less
severe than in patients with AB or with HB [Gauthier 1983] [Scott 1979] [Lacaille 1989]
[Strich 1993] [Roy 1987]. Finally, to our knowledge, there are no specific
recommendations for CRD follow-up or treatment. For the most part, therapeutic
suggestions have been elaborated from the recommandations for patients with AB or
symptomatic HB patients. However, these diseases have different pathophysiologies.

The objectives of this study are to review literature and to analyse data from a new
and larger cohort to provide recommendations for diagnosis, follow-up and treatment of
patients with CRD. We compared 16 patients with CRD from two different groups: 9
Canadian patients from Ste Justine Hospital in Montreal, and 7 French patients from
Edouard Herriot Hospital in France (tables 3 and 4). It is the first cohort in which all
patients had a molecular diagnosis and a long-term follow-up (median from 5 and 10 years
for the French and Canadian cohorts respectively with some patients followed for more
than 20 years). Our results are expressed as mean. Differences between means were
assessed utilizing the two-tailed Student’s t-test; paired t-test to compare the progression in

the same population.

Diagnosis of CRD.
An early diagnosis is needed to decrease the risk and severity of complications. Low

plasma cholesterol may be a result of different causes of intestinal malabsorption (celiac
disease, cystic fibrosis...). Furthermore, there can be confusion with other genetic
hypocholesterolemias with decreased LDL-C (abetalipoproteinemia or
hypobetalipoproteinemia), or those with low HDL-C. However, the latter usually does not
have gastrointestinal or neuro-ophthalmologic symptoms during infancy. For the
differences between secondary or HDL-related hypocholesterolemia, the reader is referred
to the excellent review of Deckelbaum’s group [Granot 1989]. The Figure 1 summarizes
the differences between familial hypocholesterolemia with low LDL-C. The steps to

diagnose CRD are presented in the table 5. When a patient has low plasma cholesterol and
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a malabsorption syndrome, a standard lipid screening should be done to confirm that LDL-
cholesterol is decreased and triglycerides are normal. A plasma LDL apoprotein B level
within normal limits or just mildly decreased excludes abetalipoproteinemia or
homozygous hypobetalipoproteinemia. Parents should also undergo lipid screening to
eliminate an autosomal dominant hypobetalipoproteinemia.

The second step is to perform an oral fat-loading test (50g / 1.73m?, lipid dosages at
t0 and each hour until tSh) to demonstrate the absence of an increase of chylomicrons and
triglycerides. Steatorrhea can be measured at the beginning to evaluate the lipid
malabsorption, but results are not always correlated with the severity of the decrease in
plasma cholesterol.

The third step is to conduct upper gastroscopy to visualize a white duodenal mucosa
and to collect biopsies. Histology shows multivacuolated enterocytes in intestinal villi of
normal architecture. However some patients demonstrate mild atrophic villi (4 /7 patients
of Lacaille [Lacaille 1989], which may be confused with celiac disease if the lipid vacuoles
are not identified. Furthermore, in the same patient, villi are affected to a variable extent
and between patients the percent of lipid-laden villi and the region of affected villi vary
[Dannoura 1999]. In most cases, the vacuolization is seen only in the upper one-third of the
villi. Furthermore, biopsies require electron microscopy examination in order to distinguish
the type of lipid vacuolization: small membrane-bound vesicles versus larger vesicles
without membrane and then to classify the different aspect of histological abnormalities
depending on the mutation.

Finally, the third step is the identification of SARA2 mutation, to identify the

different mutations and to classify, if possible, phenotype in accordance to genotype.

Follow up of CRD.
The kind and frequency of complications guide the follow-up. Neurological and

ophthalmologic complications in CRD are less severe than in abetalipoproteinemia, but the
lack of data about very long-term progression in treated patients with CRD means that
rigorous follow-up is required. The follow-up has to be oriented toward growth, bone
density, intestinal, hepatic, and neuro-ophthalmologic parameters. Table 6 summarizes the

follow-up suggested for patients with CRD.
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Growth is a pediatric-specific goal in patients with malabsorption syndromes. In
CRD, there is no intrauterine growth retardation. But, failure-to-thrive (FTT) is one of the
most common initial symptoms in this disease. After diagnosis and treatment, catch up is
the most common progression observed in the literature. However, some of our patients
stayed under their genetic potential: weight and height remained around the 20™ percentile
(p) for a genetic size of 40™ p. These patients had a delayed diagnosis. However, the
mutation also may influence the growth, such as illustrated by patient 8-1. She is
homozygous for 537T>A on exon 7; she had a delayed diagnosis (10y) and was short at
diagnosis (15™ p) but the catch-up was excellent, with a normal final height (50" p for a
genetic potential of the 25™ p) compared to other patients with the same delayed diagnosis
but a different mutation (patients 1-2, 1-3, 1-4, 2-1 and 2-2). Furthermore, she did not
receive any treatment, and catch-up was spontaneously corrected during puberty. Tracking
the growth curve is a basic but essential way to follow children with CRD. Annual
evaluation is appropriate.

Poor mineralization and delayed bone maturation has been observed previously in
CRD [Lacaille 1989]. However, to our knowledge, no specific measurements of bone
density were available. We provide bone mineral density at the lumbar spine by dual X-ray
absorptiometry only after evolution; this exam was not performed at diagnosis (table 3 and
4). After evolution, two groups in our cohort are distinguished: French patients had a
significant decreased bone density compared to the Canadian group, who were in the
normal range (-2.46 + 0.3 versus -0.25 £ 0.6 L2-L4 Z Score, p=0.007). Plasma vitamin D
levels were normal for the Canadian group but decreased to half of normal levels in the
French group (100% versus 56 + 8% of inferior limit value, p=0.03), which reflects the
delayed diagnosis for this latter population. During follow-up, the vitamin D reached
normal values in the French population. Therefore, a delayed diagnosis may permanently
impair bone density. Vitamin D supplementation is able to normalize plasma vitamin D
levels but do not induce necessary bone density normalization, even after 7y of treatment.
Therefore, bone density should be examined every 2 to 3 years, and measurement at
diagnosis is appropriate to evaluate the impact of vitamin D treatment in CRD during

follow-up.
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The gastrointestinal tract is the first system to be evaluated in order to determine the
malabsorption, compliance with the diet and the quality of life of the patients. In CRD, the
most common symptoms are vomiting, diarrhea and abdominal distension. They diminish
and/or disappear with a low-fat diet. Furthermore, in some previously reported patients, the
intensity of symptoms seemed to decrease with time independently of the level of fat in the
diet [Nemeth 1995]. However, our data do not support the hypothesis of an intestinal
adaptation during CRD. Even if our patients improved their digestive symptoms with a
low-fat diet, diarrhea began again when fat was reintroduced, even in adult patients.
Furthermore, there was no improvement of steatorrhea after an average of 5 years of
follow-up (from 6.6 £ 1 to 6.9 £ 1.7 g/d).

Hepatic cytolysis was moderate (between 1.5 and 3N), and frequent (all patients in
our cohort at diagnosis). However, ultrasonography detected few morphological
abnormalities (among 16 patients, 3 were found to have hepatomegaly and 3 had steatosis
during the entire duration of follow-up, tables 3 and 4). A moderate degree of macrolobular
steatosis was previously reported [Nemeth 1995] [Roy 1987], but no case of cirrhosis has
been reported in CRD, in contrast to abetalipoproteinemia. However, the lack of very long-
term data means that patients should be carefully followed. Interestingly, during follow-up,
we did not find any correlation between the level of hepatic enzymes (AST and/or ALT)
and steatosis or hepatomegaly. Serological testing alone was insufficient to detect hepatic
morphological problems. Therefore, hepatic transaminase levels and ultrasonography
should both be obtained yearly.

The delayed diagnosis and prolonged progression are two classic risk factors for
neurological and ophthalmic complications in hypobetalipoproteinemia and
abetalipoproteinemia [Lacaille 1989] [Strich 1993] [Roy 1987] [Gauthier 1983] [Scott
1979]. In our cohort, 4/16 patients had electromyographic abnormalities. The youngest was
6.5 years old, and one had areflexia as early as 11 years of age. In the literature, children
with CRD and neurological impairment had a delayed diagnosis: areflexia at 10y and 13y
in a French publication and 13y and 18y in Strich’s publication; areflexia combined with
proprioceptive abnormalities at 10y and 7y in a Canadian study [Lacaille 1989] [Strich
1993] [Roy 1987]. Furthermore, more severe neurological degeneration, such as ataxia,

myopathy and sensitive neuropathy have been reported in adults 21y and 55y old with CRD
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[Gauthier 1983] [Scott 1979]. The mean age in the literature of children with clinical
neurological manifestations is 12y, which is significantly older than asymptomatic patients
(4y old). Vitamin E status plays a pivotal role in neurological degenerative complications
[Kayden-a 1993] [Sokol 1990]. In our study, it is relevant to note that the three patients
with the more pronounced abnormalities had the lowest vitamin E level at diagnosis (0.88,
0.61 and 1.42 mmol/L versus a mean of 3.8 mmol/L in the other patients). To our
knowledge, no data about muscular cytolysis in CRD have previously been published.

In our cohort, CK levels were elevated in all patients who had CK measured at
diagnosis (7/16 patients), except one. This elevation appeared as early as 7 months of age,
and was relatively high, with a mean of almost SN. The higher level (10N) was found in the
patient who had the most severe neurological impairment (areflexia and abnormal
electromyography). However, the CK level was not always correlated with the severity of
the neurological impairment: electromyographic abnormalities may exist with CK levels at
around only 1.5 to 2.5N, and, conversely, some patients with elevated CK levels around 4
to SN had normal electromyography. During progression, CK doesn’t normalize and the
decrease is not significant (from 4.6 + IN to 3 &+ 0.7N, p=0.06) despite a dramatic increase
of plasma vitamin E (from 15 £ 5% to 53 £+ 6%, p=0.008). This may be because the number
of patients was too small to show a significant statistical result. However, in
abetalipoproteinemia, some data suggest that the myopathy in vitamin E deficiency may be
due to some other mechanism and not to vitamin E deficiency per se: myopathic
abnormalities in biopsy worsened, despite one year of vitamin E therapy and apparent
preservation of strength [Lazaro 1985]. Our results also support this hypothesis in CRD.
Interestingly, Sar1GTPase is expressed not only in the intestine but also in the liver, muscle
and brain. Musculoskeletal and neurological abnormalities could be related to impaired
Sar1b in these different specific cells [Shoulders 2004].

With regards to ophthalmic complications, minimal visual abnormalities have
previously reported: micronystagmus, mild deficit in perception of the blue-yellow axis,
delayed dark adaptation [Roy 1987]. In our populations, the ophthalmic complications were
mild and only electrical.

Therefore, neurological and ophthalmic impairments are mild but may occur early

during infancy requiring a rigorous follow-up and compliance with vitamin treatment. CK
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level may indicate more severe neurological impairment when the level is extremely high
but is inadequate to evaluate neuromuscular progression. Annual neurological and
ophthalmologic examinations are necessary to detect complications such as developmental
retardation, areflexia, ataxia, dysarthria, loss of deep proprioception, muscular weakness
and decreased night vision. Furthermore, it seems reasonable to schedule a specialised
neurology and ophthalmology consultation every 2 to 3 years to measure
electromyography, visual evoked potentials, and electroretinography, because electrical
abnormalities occur before clinical symptoms.

Cardiomyopathy with cardiomegaly, murmurs and abnormal electromygrams have
been described in some hypocholesterolemic syndromes such as abetalipoproteinemia, but
its prevalence is not known [Caballero 1980]. To our knowledge, no data have been
published about myocardial function in CRD. In our cohort, all patients had normal
echocardiography, and no signs of cardiomyopathy were found before 23.5 years of age.
Therefore, we do not recommend echocardiography in pediatric patients if there are no
clinical symptoms.

In summary, a standard clinical exam should be performed annually, focusing on
growth and hepatogastrointestinal and neurological symptoms. In addition, neurology and
ophthalmology consultations are recommended every 2 to 3 years, depending on clinical

symptoms and compliance with treatment.

Treatment of CRD:

Among fat-soluble vitamins, vitamins E and A are the most decreased during the

progression of CRD, and are implicated in neurological, muscular and ophthalmic
complications. Vitamin E is the most affected among the liposoluble vitamins in CRD
because its transport is highly dependent on apoB-containing lipoprotein [Berriot-
Varoqueaux 2000]. High dosages of vitamin E (100 Ul/kg/d) have been demonstrated to
prevent, slow or improve neurological complications in different hypocholesterolemias
such as abetalipoproteinemia [Sokol 1990] [Triantafillidis 1998] [Alex 2000] [Azizi 1978]
[Miller 1980] [Malloy 1981]. Furthermore, these high intakes are safe; relatively few side
effects have been reported in double-blind studies of vitamin E at doses as high as 2000 or
3200 IU/d [Anderson 1974]. Alpha-tocopherol seems to be the most suitable vitamin E
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form to prevent neurological degeneration. Indeed, the nervous tissue is characterized by
slow exchange and high selectivity for RRR-alpha-tocopherol [Vatassery 1998]. However,
it has been documented that in abetalipoproteinemia, the ability of patients to absorb and
transport the oral hydrosoluble form of vitamin E (alpha-tocopheryl acetate) is not only
markedly impaired but also variable [Kayden 1993-b]. Our CRD patients received an
average of 51+32 IU/kg/d of vitamin E (table 7), with a dosage as high as 100 IU/kg/d in
some of them. Despite higher dosages of vitamin E and A, and assured compliance by
intravenous administration, only some French patients had clinical signs of neurological
improvement. This may be due to the delayed diagnosis or the influence of the mutation.
However, the majority of patients with a medium dose of around 50 Ulkg/d, and
sometimes as low as 20 Ulkg/d, did not develop clinical, nor electrical neuro-
ophthalmologic complications when the treatment was given during the first years of life.
Therefore, it seems reasonable to prescribe only 50 Ul/kg/d of vitamin E to patients with
CRD.

To prevent complications, our data does not represent an advantage relative to
intravenous treatment. The oral route is sufficient, as illustrated by the Canadian cohort,
which was early treated orally and did not develop neurological impairment until 22 years
of age in 2 patients. However, patients with clinical neurological abnormalities in the
French patients that were treated intravenously display abnormalities that did not progress.
Furthermore electromyography and electroretinographic abnormalities in two patients
improved after this intravenous treatment. In abetalipoproteinemia, a high intake of vitamin
E given orally has been effective in treating neurological complications in some patients.
However, neurological impairment continues to progress, such as reduced visual action
potential in a 23y old after 14y of treatment for example [Muller 1985].

Determination of the appropriate dose of vitamin E can be problematic.
Measurement of plasma concentration is too imprecise to guide us. Plasma levels after
supplementation reached only to half to two-thirds of normal levels (68 + 6% versus 53 +
6%, p=ns for Canadian and French respectively), independent of the vitamin E dose, as
illustrated in the figure 2 on plasma variation: patients with 20, 40 or 100 Ul/kg/d may have
the same plasma vitamin E levels of around 60% of the minimal normal range (patients 4-1,

5-1, and 9-2 respectively). Poor treatment compliance seems improbable because of the
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young age of these children and good parental cooperation. This level is comparable to that
obtained in abetalipoproteinemia after oral supplementation with high doses (45% of
normal range for 100 Ul/kg/d of vitamin E) [Muller 1985]. Furthermore, plasma levels of
vitamin E did not necessarily correlate with vitamin E doses as illustrated in the figure on
plasma vitamin E variation (figure 2). Finally, the steatorrhea was also not correlated with
vitamin E and A deficiency in our patients. Therefore, vitamin treatment cannot be adjusted
to the severity of steatorrhea. An interesting alternative is to measure vitamin E levels in
subcutaneous adipose tissue. It was previously demonstrated that after supplementation, the
adipose tissue concentrations reach normal levels, even if plasma levels remain low
[Kayden 1983]. Finally, electromyographic exploration is able not only to detect
neurological impairment early, but also to follow the neurological progression with
treatment.

Our patients demonstrated that the lowest vitamin A dose (15,000 IU/d) was
effective, in combination with vitamin E, to prevent and cure ophthalmologic
complications in CRD. Vitamin A plasma levels were less decreased than vitamin E levels
at diagnosis. After treatment, levels increased to normal values.

When vitamin D treatment was started early, double to triple doses (800 to 1200
IU/d) prevented osteopenia, as illustrated by the Canadian cohort. However, when
osteopenia was present, higher vitamin D intake (1300 to 3000 IU/d) did not normalize
bone density after 5y of treatment. Unfortunately, we do not have initial bone density
measurements to evaluate progression with vitamin D treatment.

Vitamin K was administrated in similar doses in the two groups. The plasma values
were not measured, but INR was normal and no hemorrhages were detected in any patient
during the entire follow-up.

In summary, we first suggest oral treatment with 50 Ul/kg/d of vitamin E in an
aqueous form, if possible; 15,000 IU/d of vitamin A; 800 to 1200 UI/d of vitamin D; and
15 mg/week of vitamin K. Secondly, we should consider intravenous treatment only when
patients have neurological impairments. Vitamin E measurements in adipose tissue and
electromyography are the best ways to evaluate the adequacy of vitamin E doses.

Patients with lipid malabsorption have increased risk of essential fatty acid

deficiency (EFAD). Furthermore, a low-fat diet is necessary to improve digestive
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symptoms (diarrhea, abdominal distension, vomiting...), but may also contribute to
increasing the EFAD. Therefore, dietary counseling is needed to decrease fat intake but to
maintain sufficient caloric and essential fatty acid intake. It was recommended to the
Canadian cohort to add 1 to 3 teaspoons per day of soy bean oil to meals and to increase
fish consumption to 2 to 3 times per week. The objective was to reach 3 to 5% of total
calories with omega 6, and 0.5 to 1% with omega 3. The French cohort had the same diet
recommendations but each month 4 of them also received an infusion of 80g of lipid
emulsion containing 8g of EFA (linoleic, olive oil 80% and soy bean oil 20% purified). The
three other patients drank 25g per day of oral supplements containing medium-chain
triglycerides (Liprocil, 80% MCT, Nestle, France).

At diagnosis, our patients with CRD had an abnormal plasma FA profile when
expressed as percentage of cholesterol ester fraction with excess of some saturated and
monosaturated FAs (palmitic (C16:0), oleic (C18:1(n-9)) (figure 3). They also presented
with omega-6 deficiency (linoleic acid (C18:2(n-6)) but, surprisingly, omega-3 levels were
in the normal range for this lipid fraction, i.e. cholesterol ester. Despite oral and
intravenous supplementation, these abnormalities worsened significantly during evolution
as illustrated on figure EFA evolution (figure 3). Arachidonic acid (C20:4(n-6)) decreased
significantly with time but stayed in the normal range.

After progression, the Canadian cohort had the worse EFA profile when expressed
as percentage of total plasma FA, with higher saturated FA (myristic acid C14:0: 2 + 0.4
versus 1.3 + 0.2 % FA, p<0.01; palmitic acid C16:0: 31 + 3.4 versus 24 = 1.8 % FA,
p<0.001 for Canadian versus French group respectively); and lower omega-6 levels
(linoleic acid C18:2(n-6): 11 + 2 versus 15 + 3 % FA, p<0.05). For omega 3, even if levels
of all FAs were in a normal range, Canadian children had a lower level. Furthermore, the
Canadian patients had reduced polyunsaturated FA (PUFA) and essential FAs, as
demonstrated by a decrease of the PUFA/saturated FA ratio and an elevation of the
triene/tetraene ratio over 0.02 (0.04 + 0.01 versus 0.01 + 0.005), this ratio being the most
sensitive index of essential FA deficiency.

The discrepancy between omega 6 levels after evolution when expressed as

percentage of cholesterol ester (28%) or as percentage of total FA (15.3%) underlight the
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differences of origin and metabolism of FA in each lipid fraction (% of phospholipids,
cholesterol ester or total FA).

In conclusion, the plasma EFA profile was abnormal in CRD, with omega-6
deficiency and excess of saturated FAs. Intravenous and oral supplementations were unable
to normalise the serologic levels. Furthermore, the clinical impact of this supplementation
is not obvious, since the Canadian cohort had less supplementation and worse plasma levels
but fewer complications. This discrepancy may be explained by a difference between
plasma FA levels and the FA concentration in tissues, since dietary FAs are mainly carried
by chylomicrons, which are dramatically decreased in CRD. Adipose tissue biopsy may
provide some answers to this question. Simple counselling to increase oral EFAs with
vegetable oils and fish seem appropriate in CRD, as illustrated by the excellent clinical
progression of the Canadian cohort despite the low plasma omega-6 levels. However,
prospective clinical interventions with FA supplementation are needed to evaluate the
optimal dose, route of administration, and long-term impact of EFA treatment. Similarly,

the role of medium-chain triglycerides to supplement CRD patients remains to be defined.

Conclusion

Our study is the first to extensively describe phenotype in relation to genotype for
CRD. Moreover, it is the largest cohort of this rare autosomal recessive disease, and the
first to compare two genetically different populations. Previously, two cohorts were
described: one of 7 patients from a French population [Bouma 1986] [Lacaille 1989] and
another one of 8 patients from a Canadian population [Roy 1987] [Levy 1987]. Our article
is also the first to report the progression of CRD after a long follow-up (mean of 10 years
and 5 years for each population respectively, with some patients followed more than 20y).
Finally, we report new insights about the phenotype of this disease. Thanks to these new
data, we propose guidelines for the management of patients with CRD and direction for
future clinical research.

The familial hypocholesterolemias have led to a better understanding of physiology
of intestinal lipid absorption: hypobetalipoproteinemia highlighted the essential function of
ApoB, abetalipoproteinemia revealed the pivotal function of MTP, and recently CRD

implicated the coat vesicle protein cargo type II (COP II) in chylomicron transport.
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However, the CRD model does not provide all the answers to many unsolved questions.
For example, fasting plasma triglyceride levels are normal but do not increase after a fat
load in CRD. However, COP II transport is also implicated in the hepatic secretion of
VLDL [Gusarova 2003], suggesting at least another pathway for hepatic triglyceride
secretion which is independent of SARA2 and Sarl GTPase.
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Table 5: Diagnosis

Diagnosis:

Clinical:
-anthropometry (failure-to-thrive), digestive (diarrhea, vomiting, abdominal distension),
hepatomegaly, neurological abnormalities (areflexia, ¥ deep proprioception)

Serological (fasting state)
-Blood Cell Count (no acanthocytosis, + anemia)
-Hepatic: T (1.5-3N) AST and ALT, but normal GGT, bilirubin and alkaline phosphatase
-Fasting lipids in patient : 4 total cholesterol, N* triglycerides, ¥ HDL and 44 LDL
- T (1.5-4N) creatine kinase
-abnormal plasma fatty acid profile
-plasma vitamin 334 E, V4 A, I - N D, | - N* K
~coagulation: ¥ - N* INR

-Fasting lipids in parents: N*' (+ { ApoAl and HDL)

Oral fat load:
-No increase (NB: TG are normal at t0 but doesn’t increase thereafter)

Upper Endoscopy with biopsies (fasting state)
-White duodenal mucosa
-Light microscopy: Nal architecture, lipid droplets
-Electron microscopy: membrane bound?

Genotyping:
Mutation in SARA 2, Chr 5.
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Table 6: Follow-Up

Follow-Up:

Clinical:

-anthropometry (weight and height), digestive (abdominal distension, diarrhea, appetite,
vomiting), hepatic size, neurological (developmental retardation, areflexia, ataxia,
dysarthria, deep proprioception loss, muscular weakness)

-dietary counselling

Serological
-Blood cell count

-Hepatic: AST, ALT, GGT, total bilirubin, alkaline phosphatase
-Lipids: total cholesterol, triglycerides, HDL and LDL cholesterol
-Essential Fatty Acids
-Vitamins: plasma levels of vitamin A, D, E and K
-coagulation: INR

Specialized consultations:

-Total body composition (bone mineral density, every 2 to 3 years)
-Hepatic ultranosonography (steatosis, portal hypertension, yearly)
-Ophthalmologic exam (fundus, color vision, visual evoked potentials,
electroretinography, every 2 to 3 years)

-Neurological exam (clinical, creatine kinase, electromyography, every 2 to 3 years)




Table 7: treatment with liposoluble vitamins:
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Patients Canadian cohort French cohort Statistics
Administration PO PO+1IV

Vitamin E (IU/kg/d) 39+32 65+27 NS
Vitamin A (IU/d) 4000+1000 135,000+40,000 0.003
Vitamin D (1U/d) 1000+£300 3000+500 0.006
Vitamin K 12.2+£5.7 14.3+7.3 NS

Legend: NS: nonstatistically significant, PO: per oral, IV: intravenous.

Table 8: Treatment

Treatment:

Early diagnosis without Delayed diagnosis and

neurological complications: PO

Diet:
-low fat diet (...)
-Enriched in essential fatty acids (vegetable oils, fish...)
- + Enriched in medium-chain triglycerides

Liposoluble Vitamins PO:
-Vitamin E (hydrosoluble form): 50 TU/kg/d
-Vitamin A: 15,000 IU/d (adjust according to plasma levels)
-Vitamin D: 800-1200 IU/kg/d or
100,000 IU/ 2 month if < 5y old, and 600,000 IU/ 2 month if > 5y old
-Vitamin K: 15 mg/week (adjust according to INR and plasma levels)

One perfusion / month;

neurological complications: PO + IV

-Fatty acids: intralipid 20% 2g/kg/month

-Vitamin E: 4 to 6 mg/kg/month
-Vitamin A: 500 IU/kg/month
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1:

Differences between various types of genetic hypocholesterolemia. The focus is
placed on hypocholesterolemia syndromes with low LDL-cholesterol since HDL-related
hypocholesterolemia remains asymptomatic during childhood. Th upper part of the figure
describes the clinical symptoms, whereas intermediary part defines the lipid abnormalities
(lipid profile and fat oral meal), and the lower part mentions the genetic transmission.

Abeta, abetalipoproteinemia; asympt, asymptomatic; chr, chromosome; CRD,
chylomicron retention disease; HDL, high density lipoprotein cholesterol; hetero,
heterozygote; homo, homozygote; hyperTG, hypertriglyceridemia; hypobeta,
hypobetalipoproteinemia; LCAT, lecithin cholesterol acyl transferase; LDL, low density
lipoprotein cholesterol; Tangier D, Tangier disease; TC, total cholesterol; TG, triglycerides;
ApoAl, apolipoprotéine Al; ApoB, apolipoprotéine B; 1, increase; ?, data unknown;

FIGURE 2:

Evolution of plasma vitamin E levels (dotted lines) as a function of vitamins
supplementation amount (full lines). The plasma variations are not correlated to vitamin E
supplementations doses. Patients with high (100 mg/kg/d) or low (20 mg/kg/d) doses have
the same average plasma vitamine E levels, =60% of the minimal normal value [12
micromol/L].

FIGURE 3:

Plasma fatty acid distribution in the cholesterol ester of the French cohort at time of
diagnosis (streaked columns) and after evolution (black columns). Results are expressed as
% distribution.

N, normal range.
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Partie C : Discussion générale

I) INTRODUCTION

Les connaissances sur le métabolisme, ’importance physiologique et 1’implication
en pathologie des lipides ont connu un essor important au cours des derniéres décennies. Si
les étapes intraluminales comme la misellisation ou I’hydrolyse ont été largement étudiées,
par contre la phase intraentérocytaire n’a été I’objet d’investigation que plus récemment,
possiblement a cause des difficultés techniques, probablement aussi a cause du concept
ancien que l’intestin ne jouait qu’un role de "filtre" pour les nutriments. Bien que
I’identification récente de transporteurs soit un progres essentiel dans la caractérisation de
ces étapes cellulaires, il reste encore de nombreuses lacunes avant d’obtenir une vue
d’ensemble cohérente du processus entérocytaire de 1’absorption des lipides. Actuellement,
peu de données sont disponibles sur la régulation nutritionnelle ou hormonale des
transporteurs, sur leur importance respective dans 1’absorption lipidique, sur leur réle au
cours de diverses pathologies, ou méme sur les voies de régulation qui permettent leur
coordination. C’est pour ces raisons que nous avons choisi d’aborder chacune des 3 étapes
de la phase entérocytaire que sont 1’absorption des lipides au pdle apical, leur transport
intraentérocytaire et leur sécrétion au pole basolatéral. Avant de discuter de nos travaux et

de leur interprétation, nous pouvons résumer les principaux résultats obtenus.

La premicre étape a été d’aborder le transport via le pdle apical et nous avons pu
éclairer plusieurs éléments importants de la physiologie de I’absorption intestinale du
cholestérol. Tout d’abord, le transporteur SR-BI est effectivement régulé par plusieurs
effecteurs qui sont capables de modifier I’absorption intestinale des lipides, qu’il s’agisse
d’effecteurs nutritionnels comme le cholestérol, les oxystérols et certains acides gras, ou

bien d’hormones, de médiateurs de I’inflammation, ou encore de médicaments.

D’autre part, nous avons pu mettre en évidence qu’il existe une polarisation dans la
régulation de ce transporteur au niveau entérocytaire. Ainsi, le méme effecteur peut induire
une modulation différente de ’expression de la protéine SR-BI selon le pdle par lequel il
entre en contact avec la cellule, le pdle apical qui correspond au site I’alimentation versus

le pdle basolatéral qui refléte le contact avec la voie sanguine. Nous avons ensuite précisé
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le site cellulaire sur lequel a lieu la régulation du transporteur. En effet, cette régulation
polarisée induit des changements de I’expression du transporteur SR-BI, principalement au
podle apical de la cellule, comme démontré par la technique de biotinylation. Enfin, nous
avons pu mettre en évidence que la régulation de SR-BI est suivie d’une variation
significative de la captation du cholestérol par les cellules Caco2. Lorsque ’expression de
SR-BI est abaissée par différents effecteurs, il survient aussi une diminution de la captation
entérocytaire du cholestérol. Ce résultat vient s’ajouter aux études précédentes de notre
laboratoire et d’autres équipes qui démontrent que SR-BI serait un acteur important dans

1’absorption intestinale du cholestérol [Levy 2003] [Hauser 1998] [Werder 2001].

Deuxiémement, pour 1’étape de transport intraentérocytaire, nous avons mis en
évidence pour la premicre fois 1’existence d’anomalies susceptibles d’altérer la phase
intraentérocytaire de 1’absorption des lipides dans la FK, alliant a la fois la recherche
clinique et fondamentale. En effet, jusqu’alors les travaux sur la malabsorption lipidique au
cours de cette maladie s’étaient surtout intéressés aux anomalies de la phase intraluminale
(anomalies pancréatiques et biliaires). Nous avons ainsi démontré que plusieurs processus
entérocytaires importants pour ’absorption des lipides étaient altérés chez la FK. D’une
part, la biosynthéese des lipides est profondément perturbée pour les TG, PL et le cholestérol
ester. D’autre part, il y a une efficacité¢ diminuée de la biogénése des apolipoprotéines,
clairement démontrée pour I’ApoB48 et I’ ApoAl. Enfin la sécrétion par le pdle basolatéral
des lipoprotéines et des lipides est significativement abaissée. L’ensemble de ces troubles

est accompagné par une baisse de la captation apicale des lipides.

Troisiemement, pour la phase de sécrétion au pdle basolatéral, nous avons
caractérisé une cohorte de 16 sujets, puis comparé leurs mutations, 1’expression de leur
maladie, et leur prise en charge dans deux centres de référence pour les
hypocholestérolémies (Hopitaux Ste Justine-Montréal et Edouard Herriot-Lyon). Grace a
ce travail, nous avons identifi€¢ 3 nouvelles mutations ; décrit la cohorte la plus importante
jusqu’ici et fourni de nouvelles données sur le phénotype de la maladie comme les mesures
de densité osseuses mises en relation avec les taux de vitamine D circulants, la mesure
précise de la cytolyse musculaire, ou I’absence d’atteinte myocardique. De plus, nos
données suggerent I’existence d’une corrélation génotype-phénotype puisque d’une part les

facteurs de risques classiques (retard au diagnostic, évolution prolongée, déficit
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vitaminique...) n’expliquent qu’en partie les différences d’expression de la maladie entre
nos deux populations; et que d’autre part il existe des différences histologiques aux
biopsies intestinales selon les deux groupes de patients. Enfin, a partir de ces nouvelles
données phénotypiques et en comparant les prises en charge différentes dans les deux
centres participants, nous avons pu proposer des recommandations non seulement pour le

suivi, mais aussi pour le traitement de ces enfants.

II) PHASE APICALE

2-1) INTRODUCTION

Les descriptions initiales de la régulation de SR-BI concernaient principalement les
organes stéroidiens et le foie ou D’expression de cette protéine est particuliérement
abondante. SR-BI permet I’entrée du cholestérol dans ces cellules a partir des HDL
circulantes. Le niveau d’expression de SR-BI semble participer a la régulation de la
synthése des hormones stéroidiennes via la captation de cholestérol. Ainsi, au niveau
surrénalien chez le rongeur I’ACTH provoque une augmentation de I’expression de SR-BI
[Rigotti 1996]. Au niveau testiculaire, ’HCG stimule les niveaux d’ARNm et d’expression
de SR-BI parallélement a 1’augmentation de la captation de HDL-cholestérol [Reaven
1998]. De méme dans I’ovaire, SR-BI augmente sous I’action de la FSH [Azhar 1998]. La
captation de cholestérol a partir des HDL pourrait s’appliquer au pdle basolatéral de
I’entérocyte qui est au contact des capillaires sanguins et lymphatiques, cependant le
contexte est tres différent au pdle apical qui est orienté vers la lumiére intestinale et les
nutriments. Nous avons donc choisi d’étudier plus spécifiquement la régulation de SR-BI
dans I’entérocyte, de préciser a quel pole avaient lieu les variations de son expression, et de

mesurer les éventuelles modifications d’absorption induites.

2-2) MATERIEL ET METHODE

Tres brievement, la technique choisie est celle de culture des cellules humaines
Caco2 sur filtre afin de pouvoir incuber un méme effecteur a un pdle précis uniquement

(apical versus basolatéral).
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La figure ci-dessous résume les techniques utilisées, on pourra se reporter a [’article

pour plus de détail.

Figure 12 Technique de culture sur filtre et d'incubation sélective

Effecteurs: (\

nutriments: micelles
cholestérol, oxystérol,
acide gras

Caco2

APICAL (luminal) e
ILTRE

hormones:

Cortisone, EGF, GH,

insuline

médiateurs de l’inﬂammat:

LPS, TNFa albumine
Protéine: ARNm: Uptake:
Western Blot + Biotinylation RT-PCR "C-Cholestérol

Légende : un méme effecteur peut étre incubé sélectivement en apical (pdle intestinal) ou
en basolatéral (pdle vasculaire). Les variations des protéines sont dosées par Western Blot ;
la localisation cellulaire de cette variation par biotinylation; les variations A’ ARNm par RT-
PCR ; et enfin la captation de cholestérol grace au cholestérol radioactif.

2-3) RESULTATS ACTUELS

Nos expérimentations sur les cultures cellulaires d’entérocytes humains (Caco2/15)
démontrent d’une part 1’existence de plusieurs facteurs régulant 1’expression de la protéine
SR-BI, et d’autre part que cette régulation est polarisée. Nous aborderons les différents
effecteurs étudiés : nutriments, hormones, facteurs inflammatoires et médicaments. Nous
aborderons chaque classe d’effecteurs en faisant d’abord un trés bref rappel des résultats
sur la variation de la protéine et de I’ARNm, puis nous rapporterons les données de la
littérature connues sur cette régulation, afin de les comparer a nos résultats dans une courte

discussion.



266

2-3-1) Nutriments

L’incubation de cholestérol au podle apical comme au podle basolatéral des
entérocytes diminue significativement la quantité de protéine SR-BI présente. Il n’existe
pas d’effet dose-réponse, seulement une réponse de type on-off pour les concentrations
utilisées (0.1, 0.5, 50, 100, 500, 1000 umol/l — données non montrées). Cet abaissement se
fait par régulation génique avec une diminution de I’ARNm. La littérature rapporte que la
modulation de SR-BI par le cholestérol peut étre spécifique de 1’espéce animale et du type
cellulaire étudiés. La spécificité d’espeéce est démontrée au niveau hépatique puisqu’un
régime enrichi modérément en cholestérol ne modifie pas le niveaux de SR-BI chez le
hamster alors qu’il I’augmente chez le rat [Woollett 1997] [Fluiter 1997]. La spécificité
cellulaire est illustrée par I’impact d’une diéte riche en cholestérol qui entraine dans le foie
de rat une diminution de la protéine SR-BI au niveau du parenchyme mais une
augmentation dans les cellules de kupffer [Fluiter 1997]. Donc, SR-BI pourrait jouer des
roles différents au niveau du flux de cholestérol selon les types cellulaires : contrdle de
I’entrée sélective du cholestérol dans les hépatocytes a partir des HDL, mais sortie de
cholestérol des cellules de Kupffer vers les HDL par exemple. Ces résultats soulignent
I’importance d’étudier spécifiquement SR-BI dans des entérocytes humains si I’on veut
évaluer son role dans I’absorption intestinale. Nos résultats suggerent un contréle négatif
exercé par le cholestérol sur SR-BI. Ainsi, aprés absorption du cholestérol, la quantité de

transporteur diminue pour ralentir I’influx de ce substrat dans la cellule intestinale.

Les oxystérols (7 cétocholestérol et 25 hydroxycholestérol), incubés au pdle apical
comme au pdle basolatéral des Caco2, diminuent la quantité d’ARNm et de protéine SR-BI
comme le fait le cholestérol. Cette régulation pourrait impliquer le facteur de transcription
LXR. En effet, il existe un élément de réponse LXR sur le promoteur du SR-BI humain et
les les oxystérols sont de puissants activateurs de LXR [Malerod 2002]. Cet élément de
réponse est activé par exemple par le 22 hydroxycholestérol qui augmente 1’expression de
SR-BI dans les cellules hépatiques (HepG2, Hepa 1clc) ou les préadipocytes (3T3-L1)
[Malerod 2002]. La différence de régulation entre les hépatocytes et les entérocytes peut
provenir d’une régulation qui serait spécifique au type d’oxystérol et/ou au type cellulaire

[Schroepfer 2000]. Par ailleurs, les oxystérols sont capables de modifier les propriétés des
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membranes cellulaires en affectant la fluidité et la perméabilité membranaire. Cette
désorganisation de la structure membranaire pourrait perturber le fonctionnement des
récepteurs membranaires en affectant leur leur turn-over par exemple [Luu 1991]

[Richert1984] [Theunissen 1986].

En diminuant la quantité de SR-BI, les oxystérols pourraient diminuer 1’absorption
du cholestérol diététique selon notre modeéle proposé. Effectivement, il est rapporté que les
oxystérols diminuent 1’absorption intestinale du cholestérol et augmentent son excrétion
fécale [Brabson 1988] [Schroepfer 1987]. D’autres mécanismes pourraient également
intervenir comme la diminution importante d’activité de I’ACAT (-77%) qui permet le
stockage du cholestérol sous sa forme estérifiée. Les inhibiteurs de ’ACAT sont connus

pour diminuer 1’absorption intestinale du cholestérol [Needleman 1987], [Raal 2003].

L’effet des acides gras sur les niveaux de SR-BI varie selon le type d’acide gras et
le pole d’incubation. Ainsi, I’acide oléique monoinsaturé n’entraine aucune modification
des taux de la protéine SR-BI. Par contre, certains acides gras polyinsaturés de la famille n-
3 (acide linolénique et EPA) sont les seuls capables de réguler a la baisse la protéine SR-
BI. Enfin, seul un acide gras de la famille n-6 (I’AA) a augmenté les taux de protéine SR-
BI. Quelque soit la régulation sur SR-BI, il s’agit d’un mécanisme post-traductionnel,
aucune variation d’ARNm n’ayant été enregistrée par RT-PCR. Des études antérieures
rapportent ce méme type de régulation spécifique selon le type d’AG au niveau hépatique.
En effet, chez le hamster, les acides gras polyinsaturés augmentent la protéine SR-BI, alors
que certains acides gras saturés comme 1’acide myristique entrainent une régulation
transcriptionnelle négative avec baisse de I’ARNm et de la protéine SR-BI de fagon dose
dépendante [Loison 2002]. Il est important de noter que la régulation provoquée par un AG
précis dépend du péle cellulaire par lequel il interagit avec 1’entérocyte, comme cela est
résumé dans le tableau ci dessous. En effet : i) L’acide arachidonique n’entraine aucune
modulation de SR-BI lorsqu’il est incubé en apical, alors que par le pdle basolatéral il
provoque une augmentation de la protéine ; ii) L’acide linolénique diminue le SR-BI
lorsqu’il pénétre par la face luminale des cellules, mais n’a aucun effet par la face
vasculaire. 1ii) L’EPA diminue la quantité de SR-BI quelque soit le pdle par lequel il entre
en contact avec la cellule. SR-BI est diminué lors de I’incubation des Caco-2 avec les

acides gras n-3 (linoléique et EPA) présents a la face luminale des entérocytes alors que
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’acide oléique n’a aucune action. Ce résultat est a rapprocher de ceux obtenus in vivo : une
diéte enrichie en acide linolénique diminue I’absorption intestinale du cholestérol
[Thomson 1989]. 1l est intéressant de souligner que chez le rongeur, ces mémes acides gras
de la famille n-3, lorsqu’ils sont donnés au cours d’une diéte enrichie, régulent aussi
I’expression de SR-BI au niveau hépatique mais a la hausse [Morise 2004] [Spady 1999]
[Le Morvan 2002]. Bien que la régulation de SR-BI dans cet organe soit I’opposée de celle
observée dans 1’entérocyte, elle aboutit au méme effet cardioprotecteur puisque la baisse de
SR-BI dans I’entérocyte pourrait diminuer I’apport de cholestérol a la circulation sanguine

alors que sa hausse dans I’hépatocyte favoriserait la clairance plasmatique du cholestérol.

Tableau IX Modulation de la quantité totale de SR-BI par différents AG dans les

Caco2

Acide Gras Péle d’incubation Variation de SR-BI

Acide Arachidonique Apical -
Basolatéral 0

Acide o-Linolénique Apical J
Basolatéral -

EPA Apical J
Basolatéral J

Acide Oléique Apical -
Basolatéral -

Légende : T, augmentation ; —, sans effet

2-3-2) Hormones

Les facteurs trophiques que sont 1’epidermal growth factor (EGF) et I’hormone de
croissance (GH) diminuent la quantité de SR-BI lorsqu’ils sont incubés en apical aussi bien

qu’en basolatéral, sans modification des niveaux d’ARNm.

Le récepteur EGF a ¢été localisé a la face apicale de culture de cellules coliques

cancéreuses (HT29-D4), cellules proches des Caco2 par leur propriété a se différencier en
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cellules entérocytaires. Seulement 15% du récepteur EGF se retrouve au pdle apical. Le
récepteur est fonctionnel comme le prouve sa capacité d’internalisation apres liaison a
PEGF [Lehmann 1994]. Une polarité de régulation par ’'EGF a déja été rapportée dans
I’entérocyte : les cellules Caco2 présentent une régulation positive plus importante du
cotransport sodium-glucose lorsque ’EGF est incubé en basolatéral comparativement au
pole apical [Mehta 1997], étayant ainsi nos résultats pour le SR-BI dans une autre voie

métabolique.

Le récepteur de la GH est exprimé sur les cellules intestinales humaines dés la 20°
semaine de gestation [Simard 1996] [Nagano 1995]. Les patients déficitaires en GH
presentent des taux élevés de cholestérol plasmatique alors que 1’administration de GH
abaisse les taux d’hypercholestérolémie [De Boer 1994] [Cuneo 1993] [Russell-Jones
1994]. Cependant, les mesures d’absorption intestinale du cholestérol in vivo sont
contradictoires selon les études : chez I’homme la GH ne modifierait pas I’absorption
intestinale, alors que chez le cochon avec transplantation intestinale, la GH augmenterait le
transport intestinal du cholestérol [Leonsson 1999] [Pakarinen 2004]. Ces résultats
discordants réclament d’autres investigations pour pouvoir éclaircir cet aspect important

compte tenu du retentissement pour les patients sous hormonothérapie substitutive de GH.

L’insuline n’abaisse le SR-BI que lorsqu’elle agit au pdle basolatéral ; elle n’a pas
d’action en apical. Cette régulation est post-transcriptionnelle. L’insuline posséde des
récepteurs au niveau de I’entérocyte qui sont distincts de ceux des autres facteurs de
croissance, comme I’EGF par exemple [Zimmerman 1985]. De plus, cette hormone est
capable d’étre véhiculée dans les deux sens d’un pdle a ’autre de 1’entérocyte par un
mécanisme de transcytose [Bendayan 1994] [Shah 1996]. L’absence de régulation de SR-
BI par I’insuline au pdle apical n’est guére étonnante puisque physiologiquement, la
quantité d’insuline présente au pdle intestinal est trés faible comparativement au pdle
basolatéral. La diminution de SR-BI en présence d’insuline en basolatéral pourrait
participer a la baisse de I’absorption du cholestérol lors d’un traitement par insuline chez
les rats rendus diabétiques par la streptozotocine comme nous 1’avons détaillé au chapitre

A-2-2).
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2-3-3) Fibrates

L’incubation de cellules Caco2 avec le fibrate WY14643, qui est un PPAR«
agoniste, entraine une diminution importante de la quantité de SR-BI du pdle apical mais
pas de variation par le pdle basolatéral de I’entérocyte. Cette régulation ne passe pas par
une modification des taux d’ARNm. Antérieurement, des résultats similaires ont été décrits
dans les cellules hépatiques : des souris traitées aux fibrates ont une diminution des niveaux
de la protéine SR-BI dans leurs hépatocytes. La diminution de SR-BI s’accompagnait d’une
baisse des taux de TG et de HDL-C ainsi que d’une augmentation de la taille des HDL
[Mardones 2003]. La régulation de SR-BI au niveau hépatique est bien médiée par la voie
PPARa comme le démontre 1’absence de régulation de SR-BI chez les souris déficientes
pour PPARa. Cependant, cette régulation négative est tissu dépendante puisque les
activateurs de PPARa entrainent une augmentation du SR-BI dans les macrophages et
monocytes humains [Chinetti 2000]. Il a déja été démontré que ’activation de la voie des
PPAR peut entrainer une régulation négative de différentes protéines, dont certaines
apolipoprotéines [Corton 2000] [Braissant 1996] [Mansen 1996] [Torra 2001]. La baisse de
la protéine SR-BI dans I’hépatocyte sous I’action des fibrates ne s’accompagnait pas non
plus d’une modification des taux d’ARNm, a D’instar de notre modéle cellulaire
entérocytaire [Mardones 2003]. Une telle régulation post-transcriptionnelle de SR-BI a déja
été rapportée a plusieurs reprises, non seulement dans le foie de souris [Arai 1999] [Witt
2000], mais aussi au niveau intestinal avec une diminution de la protéine SR-BI sans
altération des taux d’ARNm lorsque la circulation entérohépatique est perturbée (dérivation
biliaire, souris déficientes pour les génes Mdr2 ou de la cholestérol 7a-hydroxylase)

[Voshol 2001].

Une diminution de I’absorption intestinale du cholestérol sous I’influence de ligands
des PPAR a déja été suggérée par plusieurs études. Le gemfibrozil, ligand PPARc, inhibe
’absorption intestinale du cholestérol depuis la lumiére intestinale vers la lymphe chez le
rat [Umeda 2001]. D’autre part, I’excrétion fécale de cholestérol est triplée chez des souris
traitées par agonistes fibrates PPARo [Post 2001]. Donc, la diminution des quantités de SR-
BI au niveau apical que nous mesurons dans les cellules Caco2 sous ’action des fibrates est

compatible avec un rdle absorptif du SR-BI au niveau entérocytaire.
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2-3-4) Facteurs pro-inflammatoires

Dans notre étude, les incubations avec le Tumor Necrosis Factor-o (TNFq)
diminuent les taux de SR-BI sans affecter les niveaux d’ARNm. Il est actuellement bien
établi que le TNFa perturbe de maniére importante le métabolisme lipidique dans
I’entérocyte. Dans les cellules Caco2, il diminue la synthése de novo de CE, PL et TG, des
apolipoprotéines (ApoAl, B48, B100) ou de certaines lipoprotéines (VLDL et HDL), sans
que cette inhibition ne soit due a un effet cytotoxique [Mehran 1995]. Ces perturbations de
synthése et de sécrétion des apolipoprotéines et des lipoprotéines sont en accord avec la
diminution d’absorption intestinale des lipides retrouvée dans plusieurs pathologies
inflammatoires intestinales comme la maladie de Crohn par exemple. La régulation
négative de SR-BI par le TNFa que nous décrivons dans notre étude est donc cohérente
avec les données précédemment citées, soutenant I’hypothése d’un réle de SR-BI dans le

trafic entérocytaire du cholestérol.

Le lipopolysaccharide (LPS) diminue significativement la concentration de protéine
SR-BI mais sans affecter les niveaux d’ARNm. Le LPS est un constituant essentiel de la
paroi de certaines bactéries gram négatives retrouvées dans la flore digestive. Il peut donc
se retrouver au contact de la bordure en brosse des entérocytes avec la flore commensale ou
pathogene, mais également au pdle vasculaire de la cellule intestinale lors de bactériémie
ou de septicémie a bacilles gram négatifs avec libération d’endotoxines dont le LPS [Periti
1999]. Ce demier joue alors un rdle important dans la physiopathologie du choc septique.
Le LPS, délétére pour 1’organisme, est neutralisé par les HDL qui peuvent le lier pour
permettre son acheminement vers le foie ou il sera éliminé [Parker 1995]. Or, les HDL sont
aussi 1’un des ligands privilégiés de SR-BI, ce qui indique une voie possible d’interaction
entre LPS et SR-BI au pdle basolatéral des entérocytes. D’autre part, une liaison plus
directe entre le LPS et SR-BI est également possible : le LPS est capable de se lier au CLA-
1 (dans des cellules HeLa avec transfection stable de cla-1 humain) qui est un orthologue
humain de SR-BI, avant d’étre capté et de s’accumuler initialement dans les membranes
plasmatiques puis secondairement dans le Golgi [Vishnyakova 2003]. Le LPS est connu
pour diminuer la synthése de SR-BI dans d’autres lignées cellulaires comme les

hépatocytes ou les macrophages, bien que les mécanismes de régulation soient différents
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puisque dans les Caco2 nous ne détectons aucune modification d’ARNm, alors que dans les
deux autres lignées citées, la quantité d’ARNm est abaissée [Baranova 2002] [Buechler

1999] [Khovidhunkit 2001].

L’interféron-y (INFYy) abaisse la quantité de SR-BI lorsqu’il pénétre par la face
apicale, alors qu’en basolatéral il n’a pas d’influence sur les taux de la protéine. Aucune
variation des taux d’ARNm n’est enregistrée par RT-PCR. L’INFvy a déja été décrit comme
régulant a la baisse le SR-BI dans les monocytes et macrophages humains [Buechler 1999].

Tres peu de données sont disponibles sur cet effecteur au niveau entérocytaire.

2-4) PERSPECTIVES

L’implication de SR-BI dans le transport du cholestérol est maintenant clairement
établie, méme si I'importance exacte de son réle en physiologie reste & déterminer. Nous
avons souligné au chapitre A-2) que I’invalidation des protéines candidates n’entrainait que
rarement une malabsorption du cholestérol (hormis pour NPCILI), malgré des données
probantes en modéles cellulaires. Ceci peut s’expliquer par ’existence de stratégies de
régulation compensant la baisse du transporteur en question. Nous souhaitons étudier plus
précisément les mécanismes de coopération entre les principaux transporteurs, en
particulier SR-BI, NPCILI et CD13. La technique d’invalidation génique multiple dans le

modele Caco2 nous permettra d’avancer dans la compréhension de ces interactions.

La vitamine E est I'un des anti oxydants naturels le plus puissant. Or, le stress
oxydatif joue un rdle bien établi dans la physiopathologie de 1’athérosclérose. Or,
récemment, 1’implication de SR-BI dans le transport de cette vitamine au niveau
entérocytaire a été démontrée [Reboul 2006]. Par contre, aucun article de la littérature ne
s’est penché sur le rdle de NPCILI dans I’absorption de la vitamine E, alors que le rdle de
ce transporteur a été décrit pour d’autres vitamines liposolubles comme la vitamine A
[During 2005]. D’autres part, nous avons pu démontrer dans notre laboratoire que
Pinvalidation du gene de NPCILI altére I’expression du géne de SR-BI. Nous souhaitons
étudier si le transport de cet antioxydant puissant qu’est la vitamine E est affecté lorsque

NPCIL est inhibé, que ce soit par invalidation ou par son inhibiteur chimique, I’Ezétimibe.
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III) TRANSPORT INTRAENTEROCYTAIRE
3-1) INTRODUCTION

Dans la Fibrose Kystique (FK), le traitement substitutif par des enzymes
pancréatiques améliore de maniére drastique la malabsorption intestinale des graisses.
Cependant, la stéatorrhée ne se normalise pas chez certains patients malgré de fortes doses
d’enzymes. Cette constatation nous a poussés a étudier la phase entérocytaire de
I’absorption des graisses a la recherche d’anomalies susceptibles d’expliquer cette
résistance au traitement. Il s’agit la d’un nouveau champ d’exploration dans 1’étude de la
physiopathologie de la FK. En effet, la vaste majorité des études publiées ne considérait

que les troubles de la phase luminale.

3-2) MATERIEL ET METHODE

Nous avons choisi la technique de culture d’explants intestinaux qui permet de
limiter I’influence des facteurs intraluminaux pour se concentrer sur la cellule intestinale.
De plus, il s’agit de tissus humains et non de modéles animaux ou cellulaires avec
invalidation génique chez lesquels la physiopathologie peut parfois étre différente de celle
rencontrée chez 1’homme. Nous allons donc aborder les résultats obtenus et les nouvelles

questions qu’ils soulévent.
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Figure 13 Technique d'incubation d'explants intestinaux

Biopsie jéjunale

[Culture 48h }

[3H] Leucine

[14C] acide Oléique

Synthése des
Apolipoprotéines

Milieu: sécrétion lipides + lipoprotéines

Estériﬁcation{
Tissu: synthése de novo

Légende : L’incubation avec la leucine tritiée permet de mesurer la sunthése protéique
(Apolipoprotéines). L’incubation avec 1’aciide oléique marqué au C14 permet de mesurer
la synthese lipidique (TG, CE, PL).

3-3) RESULTATS ACTUELS

Nous avons donc décrit grace aux explants intestinaux 1’existence d’anomalies
intraentérocytaires participant a la malabsorption intestinale des graisses dans la FK. En
effet, on note une diminution de la reestérification des lipides d’un tiers, de la synthése des
apolipoprotéines d’un tiers également et de la sécrétion des lipides de moitié environ.
Cependant, les mécanismes responsables de ces dysfonctionnements intraentérocytaires
demeurent inconnus, bien que nous ayons exclu I’implication de la MTP. Afin de proposer
une prise en charge thérapeutique efficace de cette composante entérocytaire participant a
la malnutrition des patients, il est crucial d’élucider les mécanismes responsables. Deux

hypotheses peuvent étre formulées.
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Premiérement, le déficit en AGE, par lui-méme, pourrait participer activement a la
physiopathologie de la FK, notamment a la malabsorption des graisses. En effet, la carence
en AGE induit chez I’animal des symptdmes proches de ceux de la FK : défaut dans le
transport cellulaire du sodium, tendance accrue a la colonisation des voies aériennes
supérieures par les bactéries [Eynard 1992] etanomalies des fonctions macrophagiques dans
les alvéoles pulmonaires et altération du surfactant [Harper 1982] [Galabert 1978]. De plus,
les changements au niveau des cellules épithéliales et de la muqueuse intestinale provoqués
par I’invalidation du géne CFTR chez 1’animal sont améliorés par la supplémentation en
DHA (20:4n-3) qui est métabolisé a partir de I’AGE précurseur [Freedman 1999]. Par
ailleurs, un déficit en AGE est déja connu pour altérer 1’absorption intestinale des graisses
en affectant plusieurs éléments essentiels comme la quantité et la composition des acides
biliaires [Sraffeh 1974], [Levy 1992], 'histologie de la muqueuse intestinale [Freedman
1999] et la fluidité des membranes ou se localisent les protéines clés responsables de
I’assemblage des lipoprotéiines. Puisque les anomalies intraluminales ne suffisent pas a
expliquer enticrement la malabsorption intestinale des graisses dans la FK et que la carence
en AGE est susceptible d’altérer par elle-méme I’absorption lipidique, il est logique de
proposer que la carence en AGE pourrait étre a ’origine des anomalies intraentérocytaires

décrites dans notre article.

Deuxiémement, la mutation du CFTR, indépendamment de la carence en AGE,
pourrait altérer les étapes entérocytaires de 1’absorption des graisses. Le CFTR est une
protéine connue surtout pour son activité de transporter le chlore. Cependant, le CFTR est
concerné aussi par de nombreuses autres fonctions de transport qui pourraient étre
impliquées dans 1’absorption entérocytaire des lipides, a& savoir: la régulation de
transporteurs apicaux, les altérations du pH intracellualire, le transport intracellulaire et la
sécrétion au pdle basolatéral. Tout d’abord, le CFTR influence I’expression de
transporteurs membranaires pour des ligands aussi différents que des ions, le glutamate,
certaines hormones ou des neurotransmetteurs [Briel 1998] [Mall 1999] [Xu 2003]. De
plus, 1l est suggéré que la protéine CFTR est impliquée dans la régulation du trafic
intracellulaire des membranes [Jilling 1997], et qu’elle pourrait réguler la composition des
membranes en PL, tout comme I’incorporation d’ AGE dans ces phospholipides, ce qui a un

impact direct sur la fluidité membranaire et les fonctions des protéines membranaires
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[Kang 1992]. Le CFTR influence aussi le transport intracellulaire par sa capacité a réguler
la fusion des endosomes, le trafic vésiculaire et & interagir avec certains PL qui jouent le
role de lipides "chaperones" [Biwersi 1996] [Eidelman 2002]. Par ailleurs, I’'invalidation du
CFTR altére plusieurs genes impliqués dans le métabolisme des lipides comme le
protéasome S26 indispensable au métabolisme de I’ApoB [Xu 2003]. Enfin, le CFTR est
également impliqué dans plusieurs processus de sécrétion comme les acides biliaires par les
hépatocytes, les anticorps par les lymphocytes, I’INFy par les monocytes et les
neurotransmetteurs par les cellules neuroendocrines pulmonaires [Vlahcevic 1971] [Bubien
2001] [Moss 2000] [Pan 2002]. Inversement, les vésicules COPII qui ne sont pas
fonctionnelles au cours de la maladie de Rétention des Chylomicrons (chapitre IV)
transportent €galement le CFTR depuis le réticulum vers I’appareil de Golgi, soulignant
ainsi que les interactions entre CFTR et transport des lipides sont multiples [Yoo 2002]. A
la lumiére de ces données de la littérature et de nos premiers résultats, il apparait donc
crucial d’étudier les interactions entre le CFTR et les étapes intraentérocytaires

d’absorption, de transport et de sécrétion des lipides.

3-4) PERSPECTIVES

Pour essayer de vérifier ces deux hypothése, nous pourrions élaborer un protocole
qui s’appuyerait sur la méme technique des explants intestinaux. La comparaison de deux
groupes de sujets ayant tous la méme mutation mais des statuts différents en AGE
permettrait de déterminer la part respective qui revient a la déficience en AGE ou a la
mutation du CFTR directement. En effet, si le groupe sans déficit en AGE présente
également les anomalies intraentérocytaires que nous venons de décrire, alors nous
pourrons conclure que la mutation du CFTR participe activement & la physiopathologie de
ces anomalies. La mutation a choisir devrait étre la delta F508, car c’est la plus fréquente et
elle est associée au déficit le plus séveére en AGE. De plus, dans cette population, il existe
bien une variabilit¢ des statuts en AGE comme nous I’avons vérifié au sein des deux
cohortes de patients avec FK suivis dans les services de pneumologie de Ste Justine et

d’Edouard Herriot.
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Une autre perspective complémentaire serait d’élaborer des études de
supplémentation en AGE chez ces enfants atteints de FK, en tenant compte des mécanismes
éventuellement mis en évidence par le projet que nous venons juste de décrire. En effet, la
compréhension des anomalies du métabolisme des AGE en lien avec le CFTR modifierait
considérablement I’approche thérapeutique pour tenter de corriger le déficit en AGE : si
une anomalie fonctionnelle se trouve en amont des premiéres enzymes (delta-6 desaturase)
qui métabolisent les AGE (acides linoléique et linolénique), alors ’apport de ces
précurseurs ne suffirait pas a améliorer le statut en AGE des sujets. Mais comme les
niveaux plasmatiques sont différents des taux tissulaires, il est essentiel de pouvoir
déterminer les classes anormales d’AGE ainsi que les niveaux d’activités des enzymes

impliquées dans leur métabolisme directement dans les tissus.

Enfin, développer un réseau international d’experts travaillant sur les anomalies
intraentérocytaires de la FK est un objectif a plus long terme également. Les échanges
favorisés par un tel réseau devrait nous permettre d’augmenter nos connaissances
fondamentales sur cette étape trop peu documentée jusqu’a présent, ainsi que d’élaborer
des protocoles de recherche cliniques multicentriques avec des cohortes suffisamment
importantes afin d’améliorer la prise en charge nutritionnelle de ces patients. Des contacts

ont déja été pris entre le Canada, la France et la Belgique.

IV) SECRETION AU POLE BASO-LATERAL
4-1) INTRODUCTION

L’étude des maladies génétiques rares qui sont responsables d’une
hypocholestérolémie a permis des avancées majeures dans la compréhension de la
physiologie de I’absorption intestinale des lipides. Ainsi, les travaux sur I’HB ont démontré
le r6le essentiel de I’ ApoB dans la cohésion de la structure du chylomicron [Collins 1988]
[Young 1988] [Leppert 1988]. Les études sur I’AB sont venues éclairer 1’importance de la
MTP dans la synthese de I’ApoB [Wetterau 1992] [Sharp 1993] [Shoulders 1993]. Enfin,
I’identification récente du géne muté SARA2 et ses conséquences sur la formation des

vésicules de transport COPII a permis d’identifier cette voie importante de sécrétion des
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chylomicrons [Jones 2002]. Cependant, plusieurs problémes se posent au clinicien qui suit
des patients atteints de MRC. Tout d’abord une difficulté diagnostique, puisque les
ressemblances entre les différentes hypocholestérolémies familiales, ainsi que
I’hétérogénéité phénotypique au sein d’une méme pathologie rendent souvent le diagnostic
final imprécis si I’on ne pratique pas de diagnostic moléculaire. D’autre part, une difficulté
pour le suivi et le traitement liée au manque de connaissance sur I’expression clinique,
I’évolution a long terme et ’absence de recommandations spécifiques. En effet, la MRC est
une maladie génétique rare, seulement une quarantaine de patients a été publiée jusqu’a
présent. C’est pour ces raisons que dans le volet de recherche sur la phase de sécrétion

basolatérale nous avons choisi de travailler sur la maladie de MRC.

4-2) MATERIEL ET METHODE

Pour cette étude nous avons étudié le génotype de 2 cohortes de patients avec
hypocholestérolémie suivis dans les Centres Hospitaliers Universitaires de Ste-Justine
(Montréal, Canada) et Edouard Herriot (Lyon, France). La méthodologie est résumée dans

la figure ci-dessous.
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Figure 14 Recrutement et inclusion des patients avec rétention de chylomicron

[Hypocholest érolémies familiales ]
1

| 1
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n=13 n=18

1 |
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Bilan:
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-gastroent®rologique(stéatorrhée, repas gras) et -hépatique (transaminases,
échographie)
-osseux: DEXA
-lipidique (profil lipidique et apolipoprdfnes, AGE, vitamines liposolubles)

4-3) RESULTATS ACTUELS

Les points forts de notre études peuvent se résumer ainsi : premiérement il s’agit de
la plus importante cohorte publiée jusqu’a présent puisque parmi la quarantaine de cas
décrits précédemment seulement 2 cohortes étaient présentes, qui comprenaient 7 et 8
sujets chacune [Bouma 1986] [Lacaille 1989] [Roy 1987] [Levy 1987] ; deuxiémement, la
description du phénotype des sujets est particulierement exhaustive tant cliniquement que
biologiquement, apportant ainsi des données nouvelles sur ’expression clinique de cette
maladie ; troisiémement, les sujets ont bénéficié d’un suivi particuliérement long (5 ans en
moyenne pour les frangais et 10 ans pour les canadiens, certains ayant un suivi de plus de
20 ans) ; quatriemement, il s’agit du premier travail comparant le phénotype au génotype
au cours de la MRC ; enfin cinquiémement, c’est également la premiére étude & comparer
et analyser les prises en charge de patients avec MRC dans deux centres spécialisés. La

contribution scientifique de ce travail comprend la découverte de nouvelles mutations, la
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description de nouvelles données phénotypiques (myolyse, absence d’atteinte
myocardique) ou la mesure précise de symptdmes cliniques connus antérieurement mais
non quantifiés (déminéralisation osseuse par exemple), et 1’élaboration de

recommandations pour le diagnostic, le suivi et le traitement des patients atteints de MRC.

Les résultats principaux méritant une discussion sont les suivants : notre hypothese
principale (cf chapitre A-4-2) était que I’hétérogénéité de 1’expression clinique de la MRC
pourrait s’expliquer par I’existence d’une corrélation génotype/phénotype, autrement dit
que le type de mutation pourrait déterminer en partie la nature ou 1’intensité des symptomes

cliniques.

Premiérement, nous avons découvert trois nouvelles mutations, dont deux types non
encore décrits dans cette maladie (une délétion de tout un exon et un codon stop). Les
conséquences possibles de ces mutations sur la fonction protéique sont résumées dans la
figure ci-dessous. On aurait attendu un phénotype plus sévere pour la mutation la plus
importante, or les patients les plus gravement atteints ont "seulement" un codon stop
(patients 1-1 a 1-4, exon 6, 364G>T Glu122>stop homozygotes); alors que ceux ayant une
délétion de tout un exon sont moins séverement atteints (patients 2-1 et 2-2, del exon2
homozygote). Une explication possible est que le codon stop de I’exon 6 entraine la perte
des 76 derniers acides aminés de la protéine, ce qui provoque la perte de I’hélice alpha
numéro 6 qui joue un rdle crucial dans la liaison du GTP a Sarl [Jones 2003] [Shoulders
2004]. Par contre la mutation de P’exon 2, méme si elle est plus importante en taille
n’entraine que la perte des 43 premiers acides aminés de la protéine et n’affecte pas cette
région trés importante autour du résidu 185 comme cela est illustré dans le schéma ci-
dessous, par contre la délétion entraine une diminution d’efficacité de 1’étape
d’initialisation (€change sur Sarl du GDP pour du GTP) ainsi que de la premiére
polymérisation (Sarl avec Sec23-24). Enfin, la troisieme mutation est de type faux sens
(patient 3-1, exon 7, 554 G>T, Gly 185>Val homozygote), elle affecte le premier acide
aminé de I’hélice alpha numéro 6, pouvant ainsi favoriser une déformation de sa structure

ce qui diminuerait simplement I’affinité pour le substrat.
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Figure 15 Conséquences hypothétiques des mutations

exon 6 : Glul22>stop |

exon7: [
Glyl85>Val

Protéine 33 37 60 185
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Légende : Dans les rectangles a la partie supérieure de la figure sont indigées les zones de
la protéine affectées par chacune des mutations. Dans les ovales sont indiquées les
consequences des 3 mutations sur la fonctionnalité de la protéine.

Deuxiémement, I’expression phénotypique met en évidence plusieurs différences
entre les deux groupes de patients. Les frangais sont cliniquement plus atteints puisque i)
leur croissance est ralentie et qu’ils ne rattrapent pas leur taille cible génétique; ii) leur
déminéralisation osseuse est significativement plus marquée; iii) leurs anomalies
neurologiques et ophtalmiques sont plus fréquentes et plus sévéres (aréflexie, CK plus
hautes, enregistrements électriques pathologiques); iiii) enfin, leurs taux plasmatiques de
vitamines liposolubles sont plus basses: vitamines A, D et E au diagnostic; ainsi que
vitamine E et A aprés évolution, malgré une supplémentation. II est important de souligner
qu’il n’existe pas de différence dans le degré de stéatorrhée entre les deux cohortes. Par
contre, les canadiens sont biologiquement plus atteints avec des taux plasmatiques de
lipides et d’AG significativement plus bas. Cette discordance apparente entre des taux

particulierement abaissés en cholestérol ou en AGE et un meilleur état clinique suggére
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plusieurs hypothéses. Tout d’abord, ces anomalies biologiques pourraient ne participer que
de maniére minime aux troubles décrits chez nos patients. Par contre, les carences en AGE
pourraient entrainer d’autres problémes soit plus subtils a détecter, soit survenant a plus
long terme, comme par exemple des troubles du comportement ou des facultés
d’apprentissage [Burgess 2000] [Voigt 2001]. Cette hypothése nécessiterait pour étre
validée un suivi neuro-psychologique attentif a long terme et d’autres études cliniques
spécifiques a cette problématique. Ensuite, cette discordance souligne I’importance de la
vitamine E dans la genése des troubles neurologiques présentés par ces patients. En effet,
on retrouve chez nos patients frangais des taux plasmatiques de vitamine E tres abaissés et
un diagnostic plus tardif (6.4+1.3 vs 1.5£1 ans) qui sont .des facteurs de risques de
dégénérescence neurologiquement classiquement décrits dans ’AB et ’HB homozygote
[Kayden 1993] [Sokol 1990] [Nelson 1981]. Bien que le diagnostic soit significativement
retardé chez les frangais, le délai n’est pas trés important, cependant il touche la petite
enfance qui est une période particulieérement critique au cours du développement
neurologique. La vitamine E pourrait protéger contre la dégénérescence neurologique grace
a son activité anti oxydante puissante. En effet, chez les patients présentant une neuropathie
secondaire & une carence importante en vitamine E, la concentration intra axonale de
vitamine E est diminuée, et cette diminution précede 1’apparition des signes histologiques
de dégénérescence [Traber 1987]. De plus, des dépots de lipofushine sont décrits dans les
muscles de patients avec AB et MRC, cette lipofushine étant produite par la peroxydation
des lipides [Gauthier 1983] [Lazaro 1986] [Muller 1990] [Larnaout 1997]. L’ importance de
la vitamine E est illustrée aussi par une de nos patientes canadiennes : cette jeune fille a été
diagnostiquée tardivement a 10 ans et suivie longuement jusqu'a I’age de 23 ans, de plus
elle a refusé la supplémentation de vitamines. Cependant, ses taux plasmatiques de
vitamine E ne se sont jamais effondrés sans que cela soit bien expliqué. Or, elle ne présente
qu’une atteinte neurologique minime (ERG légérement pathologique). Par contre, certains
¢léments suggerent que la carence en vitamine E n’expliquerait pas a elle seule les
anomalies musculaires. En effet, chez nos patients, les CK diminuent mais non
significativement alors que les taux de vitamine E augmentent drastiquement. Par ailleurs,
la littérature rapporte une aggravation des anomalies histologiques a la biopsie musculaire

malgré un an de supplémentation en vitamine E et une absence de signes cliniques
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musculaires chez des sujets avec AB [Lazaro 1985]. Nous pouvons rappeler que SARA2
s’exprime dans le muscle strié, ce qui peut suggérer I’implication directe de la mutation
dans I’expression de la maladie au niveau musculaire [Shoulders 2004]. Nous pouvons
souligner que la différence des taux circulants de lipides entre les deux cohortes ne refléte
pas une malabsorption intestinale plus sévere chez les sujets canadiens. En effet, les
stéatorrhées ne sont pas différentes entre les deux groupes apres évolution. Ce résultat
pourrait suggérer que la malabsorption intestinale des graisses ne suffit pas a elle seule a
expliquer les anomalies biologiques et neurologiques; ou bien que la mesure de la

stéatorrhée est trop imprécise pour évaluer précisément la fonction absorptive des graisses.

Enfin, pour conclure sur les variations phénotypiques, il est essentiel de mentionner
les différences histologiques retrouvées lors des biopsies intestinales entre nos deux
populations et qui sont résumées dans le tableau ci-dessous. Ces différences histologiques
pourraient indiquer que les mutations de la cohorte canadienne ne touche pas la formation
des chylomicrons mais seulement leur sécrétion. En effet, il existe une accumulation de
particules ayant des caractéristiques structurales proches de celles des chylomicrons; alors
que les mutations de la cohorte frangaise entraineraient plutét des anomalies de
I’assemblage des chylomicrons puisque 1’on note 1’absence de particules ressemblant a des

chylomicrons.

Tableau X  Aspect des inclusions lipidiques au niveau des biopsies intestinales

Patients Taille Localisation Entourées de membranes

Canadiens Petites Partie supérieure cellule Oui
Uniformes

Frangais Plus grosses Uniformément réparties Non
irréguliéres

4-4) PERSPECTIVES

A travers la littérature et les résultats de notre étude, plusieurs constatations restent
mal comprises et demandent des investigations complémentaires. Tout d’abord les niveaux
a jeun des TG sont normaux, alors qu’ils n’augmentent pas aprés une charge orale en

graisse, ce qui laisse supposer que la mutation du géne de Sarl affecte la sécrétion des
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vésicules COPII seulement dans I’entérocyte et non dans le foie. Pourtant, la sortie de
I’ApoB100 du réticulum endoplasmique dépend aussi des vésicules COPII [Gusarova
2003], ce qui suggere I’existence d’une autre voie de sécrétion des VLDL indépendante de
Sarl. Pour pouvoir étudier les conséquences de la mutation du géne SARA?2 sur le transport
cellulaire des lipides, nous nous proposons d’invalider ce géne par transfection stable ou
par SiRNA dans une lignée cellulaire entérocytaire (Caco2), ainsi que dans une lignée
hépatocytaire (HepG2). Des études pourront alors étre menées pour mesurer 1’absorption
des lipides, la régulation des transporteurs du cholestérol a la surface apicale, les niveaux
de biosynthese des apolipoprotéines, les niveaux de sécrétion et la composition des LP,

ainsi que les modifications du métabolisme intra-cellulaire des lipides.

L’élaboration d’un modele murin avec invalidation génique du géene SARA2 nous
permettra en parallele d’étudier les conséquences systémiques de cette invalidation, ainsi
que I’'impact des supplémentations en AGE et vitamines liposolubles (évaluation des doses
optimales, des formes galéniques les plus performantes ou de la voie d’administration

appropriée).

Aucune étude a notre connaissance ne s’est intéressée a la recherche de
polymorphisme du complexe vésiculaire COPII, particulierement aux protéines Sarl,
Sec12 et Sec23/24, ni aux conséquences de ces polymorphismes sur I’absorption intestinale
des graisses et les niveaux de lipides circulants. Nous étudierons ce point, non seulement
dans la cohorte de sujets avec MRC, mais aussi dans d’autres pathologies ou existe une

malabsorption des lipides, comme la FK.

Du fait de la rareté de cette maladie et de la collaboration déja initiée entre les
départements de pédiatrie de Montréal et de Lyon, nous souhaitons développer une
collaboration internationale plus large qui permettra de proposer une grille de suivi
commune et [’élaboration d’études de supplémentation en AGE et en vitamines

liposolubles dans le but de prévenir et guérir les complications dégénératives de la maladie.
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V)  CONCLUSION GENERALE

Gréce a ce travail de doctorat, nous avons évalué des aspects spécifiques a chacune
des 3 étapes clefs de la phase absorptive des lipides, ainsi que les conséquences

systémiques de leurs anomalies a travers plusieurs pathologies.

Pour la phase luminale de 1’absorption des lipides, nous avons démontré qu’il existe
une régulation du transporteur SR-BI par plusieurs nutriments, ainsi que par des effecteurs
hormonaux, inflammatoires et médicamenteux. De plus, nous avons démontré que cette
régulation est "polarisée”, puisque le méme effecteur induit une régulation qui peut étre
différente selon le pdle de la cellule. Enfin, nous avons mis en évidence que les variations
de SR-BI ont lieu principalement au pdle apical de ’entérocyte et qu’une diminution de ce
transporteur est associée a une captation diminuée du cholestérol. Les perspectives futures
de ce travail seront d’étudier la coordination qui peut exister entre les différents

transporteurs du cholestérol impliqués au niveau entérocytaire.

Pour la phase intraentérocytaire, nous avons démontré pour la premiére fois que la
malabsorption intestinale des lipides au cours de la fibrose kystique est due, non seulement
a des anomalies de la phase luminale (insuffisance pancréatique et anomalies biliaires),
mais aussi & une diminution de la réestérification et de la sécrétion des lipides, ainsi que de
la synthése des apolipoprotéines. De plus, nous avons étayé nos hypothéses pour expliquer
ces résultats a travers une revue de littérature. Il reste a déterminer le réle propre que
jouerait le déficit en AGE ou la mutation du CFTR dans ces anomalies. Le développement
d’un réseau international étudiant les anomalies entérocytaires chez la FK propulserait la
connaissance des mécanismes de ces troubles afin d’optimiser la prise en charge

nutritionnelle des patients.

Pour la phase de sécrétion des lipides au pdle basolatéral, nous avons réuni la plus
importante cohorte de patients atteints de Rétention de Chylomicrons pour étudier la
corrélation génotype / phénotype ; fourni une description clinique et biologique exhaustive
de I’évolution a long terme de ces patients ; et enfin établi des recommandations sur le suivi
et le traitement dans cette maladie génétique rare. Ce travail a été possible grice a la
collaboration avec le service de gastroentérologie pédiatrique de Lyon (France) et nous

souhaiterions étendre cette collaboration a d’autres centres pédiatriques.
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