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RESUME

Les rétinoides sont essentiels a une variété de processus cruciaux a la
vie. lls sont notamment impliqués dans le mécanisme de la vision, le maintien de la
santé osseuse et la spermatogenése. lls occupent aussi un réle important dans la
prolifération et la différenciation cellulaire d’ou leur implication dans les traitements
contre le cancer. Cependant, leurs mécanismes d’action sont encore trés mal
compris et ceci est particulierement vrai pour l'intestin. Ce dernier exerce pourtant
des fonctions primordiales pour 'absorption et le métabolisme de la vitamine A. Par
ailleurs, plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence une corrélation
négative entre le taux sanguin des lipoprotéines de haute densité (HDL) et les
risques de maladies cardiovasculaires. Ces taux de HDL sont reliés aux taux
d’apolipoprotéine A-l (apo A-l) puisque celle-ci fait partie intégrante de la structure
des HDL. L'apo A-l est en partie synthétisée par l'intestin et contient un élement de
réponse de I'AR (RARE) sur son promoteur. Le but de notre étude vise a établir si
I'acide rétinoique (AR) peut agir sur des cellules intestinales humaines et modifier
le cycle cellulaire par la modulation des cyclines, favoriser la différenciation
cellulaire via des protéines clés (PI3K, p38MAPK, CDX2), influencer des facteurs
de transcription impliqués dans le métabolisme des lipides (RXRs, RARs, PPARs,
LXRs), augmenter I'expression génique et protéique de I'apolipoprotéine (apo) A-I
et la production des HDL.. Pour ce faire, des cellules Caco-2 ont été incubées avec
10 uM d’AR 9-cis a différents temps de confluence. La synthése de protéines a été
étudiée par gel d’électrophorése, 'expression protéique par Western blot et les
transcripts relatifs aux facteurs de transcription par PCR. Nos résultats révelent que
AR inhibe la prolifération cellulaire et stimule la différenciation puisqu’elle 1)
diminue lincorporation de thymidine radioactive; 2) diminue I'expression de la
cycline D1 et 3) augmente la cycline D3, la p38 MAPK et le CDX2. Toutefois, AR
n'a un effet sur la synthése de I'apolipoprotéine A-I qu’en présence du 22-hydroxy-
cholestérol. Seule 'expression des génes PPARB, RARPB et RARy est augmentée
en présence d’AR tandis que celle des PPARa, PPARy, LXRa, LXRB, RXRa,
RXRB, et RXRy ne présente aucun changement. Nos résultats suggerent donc que

I'AR induit la différenciation cellulaire mais ne module pas I'apolipoprotéine A-l sauf



en présence du 22-OH-cholestérol.

MOTS-CLE

Rétinoides, apolipoprotéines, lipoprotéines, facteurs nucléaires



ABSTRACT

At present, dietary vitamin A and its active metabolites, collectively known
as retinoids, are considered essential nutrients for many functions as well as potent
regulators of gene transcription and growth. Although the epithelium of the small
intestine is characterized by rapid and constant renewal and enterocytes play a
central role in the absorption and metabolism of alimentary retinol, very little is
known about the function of retinoids in the human gastrointestinal epithelium, and
mechanisms by which programs engage the cell cycle are poorly understood. We
have therefore assessed the effects of 9- and 13-cis-retinoic acid (RA) on
proliferation and differentiation processes, as well as on lipid esterification,
apolipoprotein (apo) biogenesis and lipoprotein secretion along with nuclear factor
gene transcription. Treatment of Caco-2 cells with RA at different concentrations
and incubation periods revealed the reduction of thymidine incorporation in 60%
pre-confluent or O confluent cells. Concomitant with this cell proliferation decline,
RA (i) modulated D-type cyclins (cell cycle regulatory proteins) by reducing the
mitogen-sensitive cyclin D1 expression (thereby blocking DNA synthesis and cell
proliferation) and upregulating cyclin D3 expression (thereby inducing cell
differentiation); and (ii) exhibited a trend of increase in p38 MAPK, which triggers
CDX2, a central protein in cell differentiation. Despite the induction of cell
differentiation, RA remained without effect on lipoprotein output and apo synthesis,
even for apo A-l that possesses retinoic-response element in its promoter. In
combination with 22-OH, retinoic acid could induce apo A-l gene expression
without any impact on apo A-l mass. Only the gene expression of PPARB, RARB
and RARy was augmented and no alteration was noted in PPARa, PPARy, LXRa,
LXRB, RXRa, RXRB, and RXRy. Taken together, these data highlight RA-induced
cell differentiation via specific signalling and RA-mediated apo A-l and particular

isoforms of PPAR and RAR gene expression when coupled with 22-OH.
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INTRODUCTION

1. LA VITAMINE A

1.1 Caractéristiques générales

Les vitamines sont des composés organiques indispensables a la
croissance, au développement et a la reproduction de I'organisme. Ne pouvant pas
étre synthétisées par l'organisme, les vitamines doivent étre apportées en

quantités suffisantes via I'alimentation.

Les vitamines peuvent étre classées en deux groupes selon leur affinité
avec I'eau ou les matiéres grasses. Elles sont alors nommées hydrosolubles ou
liposolubles respectivement. Les hydrosolubles comprennent les vitamines des

groupes B et C, tandis que les liposolubles regroupent les vitamines A, D, E et K.

La vitamine A a été 'une des premieres vitamines découvertes en 1913.
Mais, déja a I'époque d’Hippocrate, le foie de veau (riche en vitamine A) était
utilisé pour soigner les problémes relatifs a la vision. Dans la nature, la vitamine A
existe sous deux formes actives. La premiere forme est le rétinol, un alcool, qui se
retrouve dans les aliments d’origine animale, comme le foie et les produits laitiers.
La seconde, la provitamine A, est un précurseur de la vitamine A d’origine végétale
(fruits et légumes). La mieux connue est le B-caroténe. Celui-ci sera scindé dans
I'intestin en deux molécules de rétinol. L’activité biologique du B-caroténe est
cependant beaucoup moindre que le rétinol, entre autres, compte tenu de

linefficacité de son absorption® 2.
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Figure 1. Conversion d’une molécule de B-caroténe en 2
molécules de rétinol
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2 molécules de rétinol

1.2 Dérivés de la vitamine A

Afin d'étre utilisé par l'organisme, le rétinol doit subir une série de
transformations pour étre absorbé, transporté et mis en réserve. Ces étapes
engendrent différents composés et c’est pour cela que la vitamine A existe dans
'organisme sous différentes formes de dérivés ayant chacun un réle spécifique

pour le bon maintien de la santé.

Figure 2. Différentes formes actives de la vitamine A
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1.3 Vitamine A et santé

Les dérivés de la vitamine A ont plusieurs réles. Les mieux connus sont
représentés par le rétinal 11-cis dans le mécanisme de la vision en permettant une
plus grande acuité et une meilleure adaptation a la pénombre® °. De nombreuses
études ont démontré que le rétinal 11-cis se lie avec l'opsine pour former la
rhodopsine, un pigment protéique photosensible de la rétine*. Ce pigment est

essentiel pour la sensibilité de I'ceil a la lumiére.

L'acide rétinoique (AR) tout-trans et 'AR 9-cis plus précisément peuvent
moduler l'expression de certains génes impliqués dans les processus de
prolifération et de différentiation cellulaire®, d'ou leur grande importance comme

agent thérapeutique dans le traitement du cancer.

La vitamine A offre aussi plusieurs bénéfices dans le traitement des
désordres de la peau, tels que l'acné, le psoriasis ou hyperpigmentation’. Elle
participe également a la formation du squelette® et au bon maintien du systéme
immunitaire®. Finalement, elle est essentielle a la lactation'®, au développement de

lembryon'! et a la spermatogenése’?.

Compte tenu de ces nombreux réles, une carence en vitamine A peut se
traduire par plusieurs signes dont des troubles dermatologiques, des désordres
visuels, des anomalies de [lossification, une diminution de la croissance
staturopondérale et une baisse de la résistance aux infections. D’autre part, la
vitamine A peut étre toxique a de grandes doses. Ceci est particulierement
important chez les femmes enceintes chez lesquelles des doses trop élevées de
vitamine A peuvent conduire a des malformations chez le foetus'. Plusieurs
études animales ont démontré qu’une hypervitaminose A peut entrainer des
désordres du systéme nerveux central'®, des mutations géniques et la mort'®. Les
effets toxiques de la vitamine A sont cependant rarement causés par une ingestion
d’aliments riches en vitamine A, ce sont plutét les suppléments contenant de la

vitamine A qui méritent une attention particuliere.



1.4 Transport et métabolisme de la vitamine A

Le rétinol et le B-carotene sont des molécules hydrophobes. Par
conséquent, aprés avoir été ingérés, le rétinol et le B-caroténe sont solubilisés
dans les micelles qui sont hydrolysés par des hydrolases, plus précisément la
phospholipase B, de la bordure en brosse de l'intestin'®. Ceci permettra au rétinol
de pénétrer dans la paroi intestinale. Quant au B-caroténe, les scientifiques ont
longtemps proposé qu'il soit absorbé par voie passive dans les entérocytes.
Cependant, des rapports ont récemment suggéré qu'il existerait une absorption
partielle par un transporteur. Les hypothéses se tournent vers le scavenger
receptor de classe B type | (SR-BI) qui a été décrit dans la lignée Caco-2 (cellules
intestinales humaines) comme le transporteur de la lutéine'’ et de la vitamine E'®.
Aprés son absorption dans les entérocytes, le B-caroténe est converti en deux

molécules de rétinol qui seront elles aussi estérifiées’.

Figure 3. Mécanismes d’absorption de la vitamine A par
les entérocytes

Micelles Entérocyte

Source :: | \Réestérification |

animale ‘ Hydrolyse -

.. - RétinolSI:1N
(rétinol) {:}
Source oie passi_ve AT
végétale WRSRIBIZ oo

(B-carotéene)

CRBP |l : cellular retinol binding protein Il; SR-BI: Scavenger
Receptor de classe B typel
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Au niveau cellulaire, le rétinol se fixe sur des transporteurs appelés CRBP
(cellular retinol binding protein). Ces récepteurs sont essentiels au métabolisme du
rétinol. En effet, des études ont observé, chez des souris knock-out pour le géne
CRBP, une diminution des réserves hépatiques de rétinol et une prédisposition a
développer une déficience en vitamine A%°. Deux formes de CRBP sont connues,
soient le CRBP-I et le CRBP-Il, qui ont pour fonction le transport du rétinol
cellulaire et Finitiation de I'oxydation du rétinol en rétinal®'. Le CRBP-I se retrouve
dans plusieurs types de tissus chez le foetus et chez I'adulte tels que le foie, les
reins, les poumons et le cerveau. Le CRBP-Il est quant a lui restreint au petit

intestin, plus précisément aux entérocytes matures des villosités®.

Ainsi, dans les cellules intestinales, le rétinol est complexé et transporté par
le CRBP-II (cellular retinol binding protein-Il). Des observations chez les cellules
intestinales Caco-2 ont révélé que I'AR tout-trans et 9-cis modulent les taux de
rétinol absorbé et métabolisé en modulant I'expression de CRBP-1I23. Cet effet de
AR serait associé a la formation de I'hétérodimére RXRa/PPARa et a sa liaison
sur le promoteur du géne du CRBPII?,

Une fois lié au CRBP-II, le rétinol est ré-estérifié grace a la LRAT (lecithine :
retinol acyltransférase). L’exces de rétinol non lié au CRPB-II serait ré-estérifié par
I'ARAT (acyl CoA : retinol acyitransférase)'®. Les esters de rétinol obtenus sont
incorporés dans les chylomicrons, des complexes lipoprotéiniques intestinaux
transportant des triglycérides, des phospholipides et du cholestérol. Les
chylomicrons passeront dans la lymphe par le phénoméne d'exocytose, puis
rejoindront la circulation sanguine®. Notons que les chylomicrons transporteront

les esters de rétinol tout au long de leur parcours jusqu’au foie?.

Le foie est I'organe de réserve de la vitamine A. En effet, une partie de la
quantité absorbée quotidiennement (de 30 a 60 %) est mise en réserve dans le
foie?”. Celui-ci contrdle la régulation du statut en vitamine A. Lorsque nécessaire,
les esters de rétinol sont hydrolysés pour libérer le rétinol fixé a une protéine, la
RBP (retinol binding protein), qui est synthétisée par le foie et sécrétée dans le

|28

plasma sous forme de complexe RBP-rétinol~. Ce complexe se lie ensuite a la
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transthyrétine, une protéine plasmatique® . Cette protéine permettra de réduire

la perte de RBP-rétinol qui aurait eu lieu lors de la filtration glomérulaire du rein®.

Une fois a l'intérieur de la cellule et lie au CRBP, le rétinol sera réduit en
acide rétinoique. Des enzymes spécifiques sont nécessaires pour cette
conversion. L’ADH (alcool deshydrogénase) assure la transformation du rétinol en
rétinal par une réaction d’oxydation®. Les trois formes d’ADH impliquées sont
I'ADH1, 'ADH3 et 'ADH4%'. Par la suite, le rétinal sera converti en AR par la ALDH
(aldehyde dehydrogenase)®

Figure 4. Réduction du rétinol en rétinal dans la cellule
par des enzymes spécifiques

RETINOL

RETINAL ;1

ACIDE RETINOIQUE ?

ADH : alcool deshydrogenase; ALDH : aldehyde dehydrogenase

L’AR obtenu sera ensuite véhiculé par le CRABP (cellular retinoic acid
binding protein). Le CRABP est présent dans le noyau des cellules suggérant ainsi
son role comme véhicule de I'acide rétinoique jusqu’a ses récepteurs nucléaires.
Le CRABP se présente sous deux formes soient le CRABP- et le CRABP-I1*%, Le
CRABP-| est exprimé de fagon ubiquitaire tandis que le CRABP Il est une protéine
abondante au niveau du petit intestin® mais elle se retrouve également dans la

peau®, l'utérus® et les ovaires®.
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Au noyau de la cellule se retrouve des récepteurs de l'acide rétinoique
appelés RAR (retinoic acid receptor), de type q, 3 et y, et RXR (retinoic X receptor)
a, B et y, ainsi que leurs cibles, les RARE (retinoic acid responsive elements) .
L'acide rétinoique peut pénétrer dans le noyau et agir sur ses récepteurs
nucléaires. Ces derniers sont alors activés et se dimérisent, formant des
homodiméres ou des hétérodimeéres, et se lient aux éléments de réponse de l'acide
rétinoique (RARE) présents sur certains genes.

Figure 5. Transport de la vitamine A jusqu’a ses récepteurs
nucléaires

Cellule

CRBP: cellular retinol binding protein; CRABP: cellular retinoic acid binding
protein; AR: acide rétinoique; RXR: retinoic X receptor; RAR: retinoic acid
receptor; RARE: retinoic acid responsive element

Des études ont démontré que I'AR tout-trans et 9-cis sont des ligands des
RAR, mais que seulement I'AR 9-cis se lie avec une haute affinité aux RXR%®. Ces
récepteurs nucléaires sont essentiels a I'action de I'AR. Des expériences sur des
knock-out des RAR et RXR ont rapporté le développement de multiples désordres
biologiques chez les animaux. Ces études ont démontré une augmentation de
incidence des troubles oculaires, des anomalies dans la croissance et le
développement du squelette chez des souris mutantes pour les récepteurs RAR®
“1_ Chez des animaux mutants pour RXR, des problémes cardiaques ont été trés

fréquemment rapportés** %,
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C’est donc en se liant a ses récepteurs nucléaires que I'AR peut accomplir
de nombreuses fonctions biologiques telles que la modulation de certains génes

impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaire.

Figure 6. Transport de la vitamine A

Entérocyte Lymphe
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CRBP-II : cellular retinol binding protein-il; SR-BI : scavenger receptor de classe B type I;
RE : rétinol estérifié; CRBP-I : cellular retinol binding protein-I; RBP : retinol binding protein;
CRABP : cellular retinoic acid binding protein; RXR : retinoic X receptor; RAR : retinoic acid
receptor; RARE : retinoic acid responsive element



2. PROLIFERATION ET DIFFERENTIATION CELLULAIRE

2.1 Prolifération cellulaire

2.1.1 Cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est 'ensemble des modifications que subit une cellule lors
de sa division ou de sa reproduction. |l s’agit d'une série d’étapes ordonnées au
cours desquelles la cellule duplique son ADN et se divise en deux cellules filles.
Ce cycle comporte deux phases principales soit l'interphase (croissance) et la
phase mitotique (reproduction). L'interphase englobe les phases Gi, S et Go.
Durant la phase G, la cellule est en croissance, en phase S, elle débute la
réplication de son ADN et en phase Gy, elle se prépare a la division cellulaire. Les
chromosomes sont ensuite séparés en phase M (phase mitotique) et la cellule se
divise en deux cellules filles. Puis, en phase Go, elle quitte le cycle cellulaire®.
Tout au long de ce cycle, des points de contrdle permettent a la cellule de
confirmer qu'aucune erreur génétique n'a lieu. Si tel est le cas, le cycle cellulaire

s'arréte et la cellule entre en apoptose®.

La régulation extrémement fine du cycle cellulaire est capitale. Un
déréglement des systémes de contrdle du cycle peut conduire, par exemple, a une
prolifération désordonnée qui est souvent associée au développement de tumeurs
cancéreuses. Afin d'assurer ce contrdle essentiel, la compréhension des
mécanismes moléculaires qui gouvernent la progression du cycle cellulaire est
indispensable. Ces derniéres années, des molécules impliquées dans la
progression du cycle cellulaire ont fait sujet de plusieurs travaux. |l s’agit des
protéines kinases (Cdk : cyclin-dependent protein kinases) et de leurs sous-unités,
les cyclines. Les Cdk ne sont fonctionnelles que lorsquelles forment des
complexes hétérodimériques avec une cycline. Ces complexes assurent la

progression de la cellule dans le cycle cellulaire®. I existe plusieurs cyclines et
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chacune d’elle est synthétisée juste avant son action et est rapidement dégradée

une fois sa fonction effectuée par ubiquitination*®.

La premiére cycline impliquée dans le cycle cellulaire est la cycline D. Celle-
ci contréle la progression du cycle cellulaire de la phase G a la phase S par
lintermédiaire de l'activation des Cdk4 et Cdk6*®. Une fois activé, le complexe
cycline D/Cdk4 initie la phosphorylation et l'inactivation de la protéine Rb (pRb ou
Rétinoblastoma protein)*’. Brievement, dans les cellules en Go, la protéine pRb est
reliée a un facteur de transcription nucléaire appelé E2F qui est essentiel a
linitiation de la phase S. Suite & sa phosphorylation la protéine relache le E2F*,
un facteur de transcription du géne de la cycline E de la phase suivante. La cycline
E, reliée a la Cdk2, est responsable de la transition entre la phase G; et la phase
S. La cycline A, unie également a la Cdk2, agit en phase S afin d’entretenir la
réplication de 'ADN. Puis la cycline B/Cdk1 viendra favoriser la transition de la
phase G; a la phase M*.

Figure 7. Phases du cycle cellulaire

>

Cycline B

i
'
Cycline A

Cycline A
Cycline E

Cycline D

CDK :Cyclin-dependent protein kinase



11

La cycline D comprend trois sous-types soient les cyclines D1, D2 et D3. La
cycline D1 est reconnue comme un marqueur de la prolifération cellulaire. Les
tumeurs étant caractérisées par une prolifération désordonnée de cellules, de
nombreuses investigations dans des types cellulaires variés ont rapporté qu'une
surexpression de la cycline D1 est associée a leur développement. Entre autres,
des études ont démontré qu’une surexpression de la cycline D1 peut transformer
des entérocytes normaux en cellules cancéreuses®. D'ailleurs, la cycline D1 est
'un des genes candidats responsables du développement et de la progression du
cancer du sein®. En outre, elle est impliquée dans le développement de tumeurs
dans les glandes parathyroides chez des souris®'. Ce sont ces observations qui

poussent de nombreux chercheurs a s’intéresser a la cycline D1.

Les cyclines D2 et D3 ont été beaucoup moins étudiées que la cycline D1.
La cycline D2 est présente dans liléon et le colon mais n’est que faiblement
détectable au niveau du duodénum®?. Elle a également été associée au
développement de certains cancers, tels que ceux des testicules®® et de
I'estomac®. La cycline D3 est exprimée de fagon ubiquitaire®. Elle est davantage
associée a la différentiation cellulaire. Ainsi, une surexpression de la cycline D3
peut réduire le développement des tumeurs de la peau® et augmenter la

différenciation des cellules HL-60°’.

2.1.2 Voie Myc/Max/Mad

L’initiation du cycle cellulaire peut étre déclenchée par la voie
Myc/Max/Mad. Ces trois protéines font partie d’'une famille de facteurs de
transcription ayant un réle fondamental dans la régulation de la prolifération et de
la différenciation cellulaire®®. Tout d'abord, Myc, un oncogéne, forme un
hétérodimére avec Max (Myc-Max) et active ainsi la transcription des génes des
cyclines D et E. D’ailleurs, une étude chez des cellules myc -/- a observé que
Pactivité de la cycline D1 avec Cdk4 et Cdk6 a diminuée de 12 fois®®. Myc-Max est

par conséquent étroitement relié au processus de prolifération cellulaire.
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L’hétérodimére Mad-Max aurait quant a lui un effet inverse®® puisqu’il serait

impliqué dans la transition entre la prolifération et la différenciation cellulaire®': ©.

2.1.3 Voie des MAPK

Le début du cycle cellulaire peut aussi étre provoqué par la liaison d'un
facteur de croissance a son récepteur. Des facteurs de croissance (tels que IGF-
1%, FGF® ou EGF®) par lintermédiaire de récepteurs transmembranaires du type
tyrosine kinase ainsi que des stimuli mitogénes, déclenchent des cascades de type
MAPKKK/MAPKK/MAPK®. Les MAPK appartiennent a une famille de kinases qui
sont activées par la phosphorylation de leurs résidus thréonine et tyrosine. Ces
protéines sont impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire
puisqu’elles sont capables de stimuler la transcription de certains génes tels que

ceux de la cycline D1%.

Figure 8. Voie des MAPK dans la prolifération cellulaire

Facteurs de croissance
Stress

Augmentation de la
transcription du géne
de la cycline D1

MAPKKK : Mitogen activated protein kinase kinase kinase; MAPKK : Mitogen
activated protein kinase kinase; MAPK : Mitogen activated protein kinase ; Raf;
MKK ; ERK : Extracellular signal regulated kinase

Adapté de Terada®®
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2.1.4 Voie de la PI3K

La voie de la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) influence également la
prolifération cellulaire. Par exemple, un traitement avec des inhibiteurs de la PI3K
chez des souris a réduit la prolifération cellulaire de I'épithélium intestinal®®. La
PI3K est elle aussi stimulée par des facteurs externes (tels que les facteurs de
croissance)’®. Par la suite, elle active la protéine Akt par phosphorylation. L'Akt est
une protéine pouvant bloquer 'apoptose et augmenter la quantité de la cycline

D1% et donc favoriser la prolifération cellulaire intestinale.

Figure 9. Voie de la PI3K dans la prolifération cellulaire
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La prolifération cellulaire est donc le processus par lequel les cellules
croissent et se multiplient rapidement. Une fois le cycle terminé, les cellules se
dirigeront vers la différenciation cellulaire ou I'apoptose. La différenciation cellulaire
est le processus par lequel les cellules deviennent matures et se spécialisent c’est-
a-dire qu’elles acquiérent leurs fonctions. Pendant ces changements, les cellules
verront leur structure modifiée et exprimeront certains facteurs tels que la sucrase-
isomaltase, un marqueur bien connu de la différenciation cellulaire”. Il existe
également des phénomeénes de dédifférenciation par lesquels des cellules

relativement spécialisées peuvent redevenir moins spécialisées.

2.2 Différenciation cellulaire

L’épithélium intestinal est un modele de choix pour I'étude des phénoménes
de prolifération et de difféerenciation cellulaire puisqu’il est caractérisé par un
renouvellement rapide et continu. Ce processus implique une génération constante
de cellules qui migreront de la crypte intestinale jusqu’aux villosités. Au cours de
cette migration, les cellules prolifératives non différenciées de la crypte acquerront
des fonctions spécifiques et deviendront donc des cellules différenciées

einement fonctionnelles for Spithélium i i )
| t fonct lles formant I'épithélium intestinal’®

Figure 10. Villosité intestinale
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2.2.1 Voies de la PI3K et des MAPK dans la différenciation cellulaire

La voie des MAPK et celle de la PI3K/Akt sont impliquées a la fois dans la
prolifération et dans la différenciation cellulaire. Les phénoménes de prolifération et
de différenciation sont distincts et ne peuvent se dérouler simultanément. Des
études proposent que le degré de différenciation des cellules régule le choix entre

la prolifération et la spécialisation™.

Ainsi, une activation de la PI3K a été observée lors la différenciation des
cellules de Fintestin”, du cristallin® et de I'épithélium’’. Au niveau de lintestin, Li
et al. proposent que les divergences dans le rdle de la PI3K pourrait s’expliquer
selon les deux isoformes de I'Akt: 'Akt 1 est davantage associée a la crypte et
Iakt 2 aux villosités™. Les MAPK jouent des rdles variés dans la régulation de
I'expression génique des facteurs de transcription phosphorylés’®. Comme
mentionné précedemment, la cascade des MAPK est grandement impliquée dans
la progression du cycle cellulaire. Diverses études ont démontré que I'activité de la
p42/p44 MAPK stimule la prolifération cellulaire. Mais elle aurait aussi un impact
trés important dans le processus de différenciation®. Ainsi, des taux significatifs de
MAPK (principalement de p42 MAPK) ont été observés dans des cellules Caco-
2/15 différenciées®. Par ailleurs, la p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein
kinase), une protéine kinase cytoplasmique, est également impliquée dans la
transmission des signaux de différenciation cellulaire dans une multitude de types
cellulaires tels que les cellules intestinales®!, les cellules musculaires® et les
oligodendrocytes®. Au niveau intestinal, la p38 MAPK est grandement augmentée
par I'établissement des contacts cellule-cellule®’. 1l a été démontré que la
p38MAPK a la capacité de favoriser la transactivation de CDX2, une protéine
centrale de la différenciation cellulaire®'. Par conséquent, linhibition de la voie p38
MAPK entraine une diminution de lactivit¢ de CDX2%'. La p38 MAPK n’aurait
cependant pas d’effet sur le cycle cellulaire. En effet, des études ont démontré que
linhibition de la p38 MAPK n’interfere pas avec la progression du cycle cellulaire
mais diminue I'expression de certains marqueurs de différenciation tels que la

sucrase-isomaltase®'. Il existe quatre isoformes de la p38 MAPK soient a, B, y et &



16
84. 8 | es recherches suggérent que la p38a serait I'isoforme majeure impliqué

dans la différenciation cellulaire®’.

Tel que mentionné précédemment, le CDX2 est une protéine centrale dans
le processus de différenciation. Il est exprimé dans les cellules intestinales
différenciées®® et est impliqué dans la régulation de la sucrase-isomaltase. Le
CDX2 peut engendrer des modifications morphologiques et fonctionnelles au
niveau des entérocytes®’. Entre autres, le CDX2 altére de facon significative la
prolifération des cellules de la crypte intestinale (HIEC)®. Une diminution
significative de I'expression de la cycline D1 a d’ailleurs été observée dans ces

cellules®.

Figure 11. Voie de la PI3K dans la différenciation cellulaire
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L’épithélium intestinal forme une barriere constituée de cellules polarisées
reliées par des jonctions serrées. Les cadherines sont responsables de cette
polarisation et de I'adhésion cellulaires suite a une interaction calcium dépendante.
Les cadherines ont une grande importance dans I'établissement des contacts
cellules-cellules au niveau de [lintestin, des testicules®®, des o0s® et de
Iépiderme®’. Dailleurs, une altération de la E-cadherine a été observée dans
certaines pathologies dans lesquelles la polarisation et la différenciation cellulaire
sont altérées, comme dans les cas de cancer colorectal®®. De plus, des études
montrent qu'une surexpression de la E-cadherine dans la crypte intestinale réduit
la prolifération et la migration cellulaire. Ceci pourrait s’effectuer par I'activation de
la voie PI3K/Akt™ % qui provoque une diminution de la voie MEK/ERK®**. Laprise et
al.”® propose que le processus qui induit la différenciation cellulaire intestinale
implique, tout d’abord, I'action de la E-cadherine qui favorise I'activation de la voie
de la PI3K. La PI3K promeut alors I'assemblage de la F-actine, ce qui active la
cascade de la p38a MAPK, et par conséquent augmente la transactivation de
CDX2.

Figure 12. Voie de signalisation de la différenciation cellulaire
intestinale
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2.2.2 AR et différenciation cellulaire

Tel que mentionné précédemment, 'AR peut moduler la prolifération et la
différenciation cellulaire. Ainsi, dans de nombreuses expériences in vitro, 'AR s’est
avéré étre un inhibiteur de la prolifération cellulaire de différentes tumeurs, par
exemple au niveau des cancers du sein®, de la prostate®, du poumon et du foie”’.
In vivo, AR a démontré le méme pouvoir d’inhibition de la prolifération cellulaire,
entre autres, chez des rongeurs présentant des tumeurs pulmonaires®. Il n'est
donc pas surprenant que de nombreuses investigations s’attardent aux bénéfices
possibles de I'AR sur le traitement du cancer. Cependant, d'autres recherches
n'ont observé aucun effet de I'AR sur le développement du cancer. Une étude a
méme remarqué des effets divergents dans deux lignées de cellules cancéreuses
intestinales dont I'une n’a présenté aucun effet suite a I'exposition avec I'AR tandis
que lautre a vu sa croissance augmentée®™. Afin de mieux comprendre ses
variations des effets de I'AR sur le cycle cellulaire des travaux sont menés sur les

mécanismes moléculaires impliqués.

Des observations suggerent 'implication des PPAR et des RXR. Les PPAR
(peroxisome proliferator-activated receptor) sont connus sous trois isoformes
soient a, B (ou d) et y. lIs constituent une famille de facteurs de transcription qui
forment des hétérodimeres avec les RXR. PPAR vy joue un réle central dans la
différenciation de plusieurs types cellulaires. Des études ont relevé l'inhibition de la
prolifération cellulaire de cellules cancéreuses du colon avec une activation de
PPARy'® 19! || a également été suggéré que c’est en formant un hétérodimeére
RXRa/PPARy qu'il y aurait une augmentation de la différenciation cellulaire’®,
Cette inhibition de la prolifération a été observée dans des cellules épithéliales

intestinales de rats et pourrait résulter d’'une diminution de la cycline D1'%,

D’autres facteurs pourraient bien étre impliqués dans ce phénoméne et des
études supplémentaires sont requises afin de comprendre précisément le réle de

I'AR sur la prolifération et la différenciation cellulaire.
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Lorsqu’elles sont différenciées, certaines cellules acquiérent des fonctions

qui leur sont spécifiques, tel est le cas des cellules intestinales. En effet, des
études ont démontré dans la lignée cellulaire Caco-2, laquelle développe les
caractéristiques de I'épithélium du petit intestin telles que la bordure en brosse et
les microvillosités'®, une habileté a sécréter des apolipoprotéines (apos) et des
lipoprotéines'®. Effectivement, les cellules intestinales Caco-2 synthétisent les
apos A-l, A-1V, B-48, B-100, apo C-lll et E et les lipoprotéines HDL (high density
lipoprotein), LDL (low density lipoprotein) et VLDL (very low density lipoprotein).

Ces fonctions sont parmi les plus importantes de Fintestin'®.
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3. METABOLIME DES LIPOPROTEINES

La vitamine A fait partie de la classe des vitamines liposolubles. Ce type de
vitamine requiert donc une certaine quantité de matiéres grasses et de sels
biliaires pour étre absorbée correctement. Tout comme les lipides alimentaires, la
vitamine A est absorbée par l'intestin gréle puis incorporée dans les chylomicrons
ce qui lui permettra d’entrer dans la circulation sanguine et d’étre utilisée par les

cellules’®.

3.1 Les chylomicrons

Suite a leur ingestion, les Iipideks alimentaires (triglycérides (TQ),
phospholipides (PL) et cholestérol ester (CE)) sont hydrolysés par des enzymes
lipolytiques. Les produits de cette hydrolyse sont hydrophobes et doivent étre
émulsifiés par les acides biliaires formant ainsi des micelles qui les transporteront
jusqu’a la bordure en brosse des cellules intestinales ou ils seront absorbés. Les
produits lipolytiques sont absorbés par les entérocytes et resynthétisés en TG, PL

et CE dans le réticulum endoplasmique.

Les entérocytes forment les chylomicrons, des lipoprotéines de faible
densité principalement composées de triglycérides (environ 90%), phospholipides
(environ 8%) et de cholestérol (environ 5%). Les chylomicrons sont les véhicules
des lipides exogénes et des vitamines liposolubles, comme la vitamine A.
L'apolipoprotéine B-48 (apo B-48) est l'apo essentielle a la stabilisation du
chylomicron ainsi qu'a son assemblage et & son exocytose cellulaire’®’. Le
chylomicron contient également les apolipoprotéines A-l, A-IV et C-lll. Le MTP
(microsomal transfer protein) est essentiel a 'assemblage des chylomicrons et des
VLDL dans lintestin. D'ailleurs, des études, chez des animaux déficitaires en MTP
et les patients souffrant d’abétalipoprotéinémie, démontrent des taux de

chylomicrons et de VLDL plasmatiques extrémement faibles'®” '%®. Le MTP est une
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protéine qui permet le transfert des lipides a I'apo B en formation. Ce processus de

lipidation empéche I'apo B d’étre dégradée par le protéasome’® ''°,

Les chylomicrons ainsi formés par lintestin sont par la suite relachés par
exocytose afin d’entrer dans la circulation sanguine via la lymphe. A cette étape,
les triglycérides des chylomicrons seront hydrolysés par la lipoprotéine lipase
(LPL), suite a l'acquisition de I'apo C-Il, un cofacteur de la LPL. Les acides gras
ainsi libérés seront des sources d’énergie pour les muscles ou seront mis en
réserve dans le tissu adipeux. Les résidus de chylomicrons (« remnants »)
obtiennent rapidement I'apolipoprotéine E du plasma, ce qui leur permettra d'étre

reconnu, puis intemalisés et dégradés par les hépatocytes''°.

3.2 Les VLDL

Les VLDL (Very Low Density Lipoprotein) sont des lipoprotéines riches en
triglycérides synthétisées et excrétées par les entérocytes lors de jeun ainsi que

par les hépatocytes''". Leur formation est similaire a celle des chylomicrons.

3.3Les LDL

Les LDL (Low Density Lipoprotein) sont également appelées « mauvais
cholestérol » compte tenu de leur association avec le développement des maladies
cardiovasculaires. Ces lipoprotéines véhiculent de grande quantité de cholestérol
ester et sont sujets a 'oxydation. Lorsqu’elles sont oxydées, les LDL peuvent initier
Iathérosclérose en stimulant, entre autres, I'infiltration de monocytes, 'apoptose
de cellules endothéliales et un déséquilibre dans le processus de la coagulation''2,
Les LDL petites et denses sont reconnues comme les particules les plus
athérogénes, compte tenu de leur taille elles ont plus de facilit¢ a penétrer

I'endothélium vasculaire''.
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3.4 Les HDL

Les HDL sont les lipoprotéines les plus denses. Elles sont appelées « bon
cholestérol » puisqu’elles livrent le surplus de cholestérol de la périphérie au
foie'™*. Elles sont synthétisées a 15 % par le foie, 15 % par l'intestin et 70 %
résulte du métabolisme circulatoire sous I'action de la LPL (lipoprotéine lipase)'*®.
Cette derniére est une enzyme dont le cofacteur est I'apo C-II. Elle hydrolyse les
TG des CM afin de libérer les acides gras du glycérol qui serviront comme source
d’énergie pour les cellules. Lors de ce processus, certaines apolipoprotéines, dont
I'apo A-l, se dissocieront du CM et formeront de nouveaux HDL naissants de forme

discoidale, composés majoritairement de PL et d’apolipoprotéines''®.

Les HDL renferment plusieurs apolipoprotéines (A-l, A-ll, A-1V, C, E et J) et
de nombreuses enzymes comme les PON1 et 3 (paraoxonases 1 et 3), la PAF-AH
(platelet activating factor-acetylhydrolase), la LCAT (lecithin cholesterol
acyltransferase) et le CETP (cholesteryl ester transfer protein) ce qui leur confére

plusieurs fonctions 16117,

Il n'est donc pas surprenant qu’actuellement de nombreuses études mettent
'emphase sur les HDL. Les scientifiques ne s’y intéressent pas uniquement pour
leurs propriétés anti-athérogéniques, mais également & cause de leurs
caractéristiques anti-inflammatoires, anti-oxydantes, anti-thrombotiques, anti-

infectieuses et anti-apoptotiques.

L’athérosclérose

L’athérosclérose est un désordre chronique inflammatoire initié par une
accumulation de LDL-oxydées dans l'espace sous-endothélial. Ce désordre est
caractérisé par une accumulation de macrophages et de lymphocytes T a
Pintérieur de lintima artérielle et d’'une augmentation de plusieurs marqueurs
d’inflammation, de protéines d’adhésion et de chemokines. L’augmentation des

molécules d’adhésion facilite 'adhésion des monocytes sanguins a I'endothélium.
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Ces molécules comprennent la E-selectine, la VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1) et la ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1)"'®. Par la suite, la
MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), une chemokine, facilitera leur passage
dans l'espace sous-endothélial’’. C'est & cet endroit que les monocytes se
différencieront en macrophages et exprimeront des récepteurs scavengers, des
protéines membranaires liant les lipoprotéines modifiées telles que les LDL oxydés
(ox-LDL). Les macrophages s’emparent de ces LDL-oxydés et deviennent des

cellules spumeuses.

Figure 13. Développement de I’athérosclérose

Endothélium

VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule-1 ; ICAM-1 : intercellular adhesion
molecule-1; MCP-1 : monocyte chemotactic protein-1; LDL : Low density lipoprotein

Inspiré de Barter'?®
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3.4.1 Les propriétés anti-athérogéniques des HDL

Il est bien établi que les concentrations sanguines de HDL élevées
amoindrissent les risques de développer I'athérosclérose. Nul doute que la fonction
anti-athérogénique la mieux connue des HDL est sa capacité a promouvoir I'efflux
de cholestérol des cellules et son retour au foie en vue de son élimination dans la
bile.

L'efflux du cholestérol cellulaire est I'étape au cours de laquelle le
cholestérol est transféré des cellules périphériques vers les HDL. Il constitue la
premiére phase du transport inverse du cholestérol. | a été prouvé que les
transferts de cholestérol ne résultent pas uniquement d’'une diffusion passive. En
effet, des travaux démontrent que l'efflux du cholestérol se fait largement sous la

dépendance de protéines spécifiques.

L’ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1) est une protéine ubiquitaire
exprimée abondamment, en particuler, dans le foie, les macrophages et le
cerveau'?'. ’ABCAT1 joue un rdle majeur dans la formation des HDL naissants en
combinaison avec I'apo A-l1 22, En effet, 'apo A-l et le domaine extracellulaire de
'ABCA1 se lient, puis I'apo A-l est lipidé pour ensuite former le HDL naissant.
L’ABCAT1 est aussi essentielle a I'extraction du cholestérol des tissus périphériques
en faveur des HDL'®, Des anomalies du géne ABCA1 sont a l'origine de déficits
sévéres en HDL, tel qu'observé dans la maladie de Tangier '®*. Par ailleurs, selon
une étude effectuée sur la lignée cellulaire Caco-2, TABCA-1 peut étre régulée par
'AR, étant donné que I'AR favorise la formation de I'hétérodimére LXR/RXR.
Signalons que le récepteur nucléaire LXR est un ligand des oxystérols qui stimule
la formation de LXR/RXR, induisant ainsi I'expression génique et l'efflux du

cholestérol'®,

La protéine LCAT (lecithine : cholestérol acyltransférase) est sécrétée par le
foie et circule dans la sang liée aux lipoprotéines. Elle agit sur le cholestérol libre a
la surface des HDL en leur transférant un groupe 2-acyl de la lécithine ou de la

phosphatidylethanolamine sur leur résidu hydroxyl libre'?. Le cholestérol ester
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ainsi formé migre au cceur du HDL. L’emmagasinage de cholestérol ester donne
une forme sphérique aux HDL que I'on nomme alors HDL3. Ces lipoprotéines
entrent ensuite en contact avec les autres lipoprotéines (chylomicron, VLDL, IDL,
LDL) et sous l'action de la protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP),
elles échangeront le cholestérol ester contre des triglycérides provenant des VLDL
et des LDL'™* ', C'est a cefte étape que le HDL3 devient HDL2. La lipase
hépatique (LH) hydrolyse les TG et phospholipides du HDL2 pour ainsi régénérer
un HDL3 qui retourne a la circulation pour recommencer le cycle. L'apo A-l,
composante majeure des HDL, est reconnue comme le principal activateur de la
LCAT'?. Par conséquent, il a été observé qu’une mutation de I'apo A-l ou de la

LCAT peut causer une accumulation des HDL discoidaux plasmatique'?®.

Le SR-BI (scavenger receptor class B type 1) est une glycoprotéine
membranaire de 82 kDa présente majoritairement dans le foie, mais aussi au
niveau du cerveau, de l'intestin, des macrophages et des cellules endothéliales'®.
Le SR-BI influence la prise du cholestérol ester des HDL par le foie pour son
élimination dans la bile. L'apo A-l, I'apolipoprotéine majeure des HDL, est un
important ligand du SR-BI'*. Dailleurs la conformation de I'apo A-l influence
l'interaction entre le SR-BI et les HDL. Notons que le SR-BI a une plus grande
affinité pour les HDL sphériques, riches en CE, que pour HDL naissantes, pauvres
en CE™.

L'apo A-l est donc impliquée tout au long du transport inverse du cholestérol
vers le foie. En effet, 'apo A-l est non seulement impliquée dans lefflux de
cholestérol de la cellule aux HDL grace a 'ABCA1'?2, mais favorise également
augmentation de l'activité de la LCAT'# et la liaison du SR-Bl aux HDL'®'. Ce
mécanisme de retour du cholestérol au foie est particulierement important puisque
c’est le seul moyen que posséde notre organisme pour éliminer I'excés de

cholestérol.



Figure 14. Transport inverse du cholestérol par les HDL
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HDL : High density lipoprotein; VLDL : Very low densily lipoprotein; LDL : Low density
lipoprotein; CM : Chylomicron ; SR-BI : Scavenger receptor de classe B type 1;
ABCAT1 : ATP-binding cassette transporter A1; LCAT : Lecithin cholesterol
acyltransferase; CETP : Cholesteryl ester transfer protein ; LPL : Lipoprotéine lipase



3.4.2 Les propriétés anti-inflammatoires des HDL

L’athérosclérose est un désordre inflammatoire chronique caractérisé par
une accumulation de macrophages et de lymphocytes T dans l'intima artérielle. Ce
processus est caractérisé par 'augmentation des protéines d’adhésion (VCAM-1,
ICAM-1 et E-selectine) qui favoriseront I'attachement de monocytes aux cellules

endothéliales.

Les LDLox sont des puissants inducteurs de I'expression des protéines
d’'adhésion telles que la VCAM-1, la ICAM-1 et la E-selectine'®. Ces molécules
sont exprimées par les cellules endothéliales et favorisent l'adhésion de
monocytes aleur surface qui seront ensuite recrutés dans lespace sous-
endothélial par certaines chemokines dont la MCP-1. Cette protéine est produite
par les cellules endothéliales en réponse, par exemple, a un stress, a la présence
de LDLox ou a la protéine C-réactive (CRP), un marqueur de I'athérosclérose’'®
133 De plus, la CRP peut entrainer une réduction de la eNOS et une induction des
protéines d’adhésion. Plusieurs études ont observé une atténuation des produits
d’inflammation en présence d’HDL'™*. Le mécanisme pourrait s’expliquer par le fait

135 Ceci

que les HDL réduiraient le TNF-a, l'interleukine-1 et la sphingosine kinase
aurait pour conséquence d’inhiber l'activation de NF-kB, un puissant facteur de
transcription nucléaire qui stimule le stress oxydatif et Iinflammation’® ', Les
HDL peuvent également inhiber la MCP-1'®, En effet, la protéine C-réactive, qui
augmente la sécrétion de MCP-1, réduit la eNOS et induit la VCAM-1, la ICAM-1 et
la E-selectine, est inhibée par les HDL. Ce phénoméne a été observé en incubant

des cellules HUVEC stimulées par la CRP en présence de HDL '¥'.
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Figure 15. Effets anti-inflammatoires des HDL
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3.4.3 Les propriétés anti-oxydantes des HDL

L'impact de l'oxydation des LDL dans la formation de la plaque
d'athérosclérose est largement admis 8. Les LDL peuvent étre oxydées par
laction de radicaux d'oxygéne réactifs (par exemple O% et OH) sur leurs
phospholipides et cholestérol estérifié'®. Les hydroperoxydes ainsi formés ont des
pouvoirs pro-athérogéniques puissants. En effet, les LDLox peuvent induire
lexpression des molécules d’adhésion et des facteurs chemotactiques. Cette
théorie oxydative a conduit les scientifiques a envisager que les HDL pourraient

aussi avoir des propriétés anti-oxydantes.
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Effectivement, de nombreuses études ont démontré que les HDL possédent

dans leurs structures des enzymes qui leur permettent de se protéger elles-mémes
et de prévenir 'oxydation des LDL. Les principales enzymes qui conférent aux
HDL des propriétés anti-oxydantes sont I'apo A-l, les paraoxonases (PON 1, PON
3), la PAF-AH (Platelet Activating Factor AcetylHydrolase), la LCAT
(lecithin :cholesterol acyltransferase)'*® et le CETP (cholesteryl ester transfer

protein)’*'.

Tout d’abord, I'apo A-l, 'apolipoprotéine majeure des HDL, a le pouvoir de
rendre les LDL résistants a I'oxydation. Ainsi, des injections d’apo A-l chez des
souris et des humains ont rendu les LDL moins susceptibles & 'oxydation'*. Des
études animales ont démontré que les HDL provenant de souris contrdles ont
inhibé la peroxydation lipidique des LDL, mais I'effet des HDL provenant des souris
transgéniques (apo A-l) a été de deux fois supérieur a celui des HDL des souris
contrdles™. Par ailleurs, il a été proposé que les résidus de méthionine de I'apoA-|
pourraient piéger les radicaux d’oxygéne réactifs et donc prévenir 'oxydation de
LDL'". Par conséquent, en plus de jouer des réles cruciaux dans le processus du
transport inverse du cholestérol, 'apo A-l s’avére étre un joueur important au

niveau de la défense anti-oxydante des HDL.

Les paraoxonases sont des enzymes qui conférent aux HDL des propriétés
anti-oxydantes. |l existe trois paraoxonases soit PON1, PON2 et PON3. PON 1 est
largement plus connue que les autres PON étant donné la multitude de travaux s'y
étant intéressée. Elle est synthétisée par le foie et est associée aux HDL'*. PON1
constituerait 'un des principaux mécanismes inhibant I'oxydation des LDL et des
HDL en hydrolysant par exemple des hydroperoxydes'*®'¥. Elle serait également
capable de diminuer la captation des LDLox par les macrophages'* . Des
investigateurs ont observé une réduction de [lactivité de PON1 dans des
pathologies comportant un taux élevé de stress oxydatif comme les maladies
cardiovasculaires, certaines conditions inflammatoires et le diabéte. Le rble direct
de PONT1 a été démontré par le fait que des HDL isolées de souris knockout pour
PON1 sont incapables de réduire les LDL oxydées contrairement a des HDL

isolées de souris contrdles'*®. PON2 est exprimée de fagon ubiquitaire dans les
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cellules'. Ses fonctions sont encore mal connues mais il est proposé que PON 2
pourrait étre un agent antioxydant au niveau cellulaire’. PON3 est
essentiellement associée aux HDL, mais a des niveaux moins élevés que PONI1,

et posséde aussi une activité antioxydante. En effet, PON3 pourrait entraver
I'oxydation des LDL'®% '*1,

La PAF (platelet-activating factor) stimule les macrophages a produire
I'anion superoxyde contribuant ainsi au développement de I'athérosclérose'*?. Ce
facteur est inactivé par la PAF-AH (PAF- acetylhydrolase), une enzyme associée
aux HDL, qui hydrolyse le groupe sn-2 du PAF. La PAF-AH est relachée, entre
autres, par les monocytes, les macrophages, les plaquettes et les érythrocytes'*°.
Des études ont démontré que la surexpression de I'apo A-l humain augmente le
potentiel anti-inflammatoire et antioxydatif de la PAF-AH liée aux HDL'™*. Chez
I'humain, la PAF-AH est véhiculée par les lipoprotéines, soit le 2/3 avec les LDL et
le 1/3 avec les HDL'®. Par ailleurs, il a été suggéré que PON1 aurait le pouvoir
d’activer la PAF-AH.

Il est bien établi que la LCAT joue un role essentiel dans le retour inverse du
cholestérol. Selon certaines recherches, la LCAT ne serait pas uniquement
capable d’'estérifier le cholestérol a la surface des HDL. En effet, des travaux ont
mis en évidence que la LCAT offre une prévention contre 'accumulation des
lipides oxydés dans les LDL'®. La LCAT semble par conséquent posséder une

certaine activité antioxydante.

Le CETP est connu pour sa promotion du transfert de CE des HDL vers les
lipoprotéines contenant I'apo B, incluant les VLDL et les LDL. Une déficience en
CETP est par conséquent associée a une augmentation des HDL et a une
diminution des LDL'®. En plus d'étre impliqué dans ce transfert de CE, des
investigations ont démontré que linhibition du CETP augmente les enzymes
antioxydantes des HDL et provoque ainsi une diminution de 'oxydation des LDL'*'.
Cependant, les données concernant le potentiel bénéfique du CETP pour les

propriétés antioxydantes des HDL sont encore peu nombreuses et divergentes'®”
158
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Des recherches assez récentes ont observé la présence de HDL
dysfonctionnelles chez des patients atteints de maladies cardiovasculaires ou de
diabete'®®. De plus, chez des patients en phase pré-opératoire, des HDL isolés
présentaient des propriétés anti-inflammatoires, cependant, chez ces mémes
patients lors de la phase post-opératoire, les HDL isolés ont favorisé I'oxydation
des LDL'®. Ces résultats appuient le concept selon lequel, en situation aigue, les
HDL peuvent étre incapables de se défendre convenablement et deviendraient une
lipoprotéine dysfonctionnelle ne maitrisant plus le développement de
l'athérosclérose. Les mécanismes impliqués dans cette transition restent encore
obscurs. Cependant, des investigations démontrent que la myeloperoxydase
(MPO), une enzyme inflammatoire, serait impliquée dans cette transition ou le
« bon » cholestérol devient « mauvais ». En effet, la MPO aurait une affinité
particuliere pour I'apo A-l, 'apo majeure des HDL'®'. La MPO est abondante dans
les macrophages lors des lésions athérosclérotiques'’ et endommagerait
particuliérement I'apo A-l sur ses acides aminés tyrosine'®®. Ces dommages
provoqueraient alors une réduction dans le contenu en apo A-l et en paraoxonase.
Il existe d’ailleurs une relation inverse entre le nombre de tyrosines modifiées par
la MPO et la capacité des HDL a capter le cholestérol des cellules. La MPO
favorise également la peroxydation lipidique et la formation des LDL oxydées.
Compte tenu des modifications effectuées sur 'apo A-l, les HDL sont moins aptes
a promouvoir I'efflux de cholestérol des cellules via TABCA-1'% 1% On constate
par conséquent une augmentation de I'inflammation et des lipides dans les artéres

des patients ayant une maladie cardiovasculaire.

Ce phénomeéne pourrait bien soulever de nombreux questionnements sur
les traitements pharmaceutique et nutritionnel actuellement préconisés puisque
ceux-ci valorisent en tout temps une augmentation des HDL sanguins. Nul doute
qu’un taux bas de HDL est néfaste pour la santé, mais il semble bien que la qualité
des HDL deviendrait peut étre le meilleur indicateur du risque de développer une

maladie cardiovasculaire.
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3.4.4 Les propriétés anti-thrombotiques des HDL

La thrombose se définit comme la formation d’un caillot dans un vaisseau
sanguin. L'oxyde nitrique (NO) qui est un puissant vasodilatateur inhibe
I'agrégation plaquettaire et 'adhésion des leucocytes & 'endothélium®. Il est donc
un facteur de protection pour la santé cardiovasculaire. Il a été d’ailleurs démontré
gu’une inhibition chronique de la synthése de NO entraine une accélération de la
dysfonction vasculaire’®® '®’. Les LDLox sont des puissants inhibiteurs du NO
favorisant ainsi une augmentation des risques de thrombose. Par contre, les HDL
peuvent contrecarrer les effets sur la synthése du NO et agir en tant que facteur de

protection.

Des études ont observé que les HDL induisent la relaxation de I'endothélium
chez des souris via une augmentation de NO, ce qui ne se produit cependant pas
chez des souris knock-out pour SR-BI'®. Il est donc suggéré que le SR-Bl est
essentiel a ce mécanisme. Des chercheurs proposent qu’en se liant au SR-B1
grace a l'apo A-1'® % les HDL activeraient une tyrosine kinase (Src), laquelle
induirait a son tour la PI3 Kinase. Cette derniere stimulerait ensuite I'activation de
I'Akt kinase et de MAP kinases par deux voies distinctes'”. L’Akt kinase activerait
I'eNOS en phosphorylant directement 'enzyme sur les résidus Ser-1179'°. Le
mécanisme par lequel les MAPK stimuleraient 'eNOS est cependant peu connu. I
semble toutefois que l'action commune de I'Akt et des MAPK est requise pour

lactivation de la voie eNOS induite par les HDL'".
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Figure 16. Effet des HDL sur la synthése de NO
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MAPkinase : Mitogen activated protein kinase; eNOS: Endothelial nitric
oxide synthase; NO: Oxyde nitrique

Adapté de Mineo '

La prostacycline (PGl,) est une prostaglandine produite par I'endothélium et
a un effet vasodilatateur'’". La PGl agit sur les récepteurs de la prostacycline des
muscles lisses afin d'activer 'adénylate cyclase et ainsi inhiber la contraction
musculaire. Elle aurait aussi le pouvoir de diminuer I'agrégation plaquettaire'®’.
D’autre part, elle est capable d’augmenter la synthése de NO dans les cellules
endothéliales et, en retour, le NO amplifie Feffet de la prostacycline sur la
relaxation musculaire'®. La PGl et le NO agissent donc de fagon synergique pour
induire la relaxation des muscles lisses. De son cété, la thromboxane A, (TXAy) est
également une prostaglandine produite par I'endothélium qui contrairement a la
prostacycline, favorise la contraction musculaire et I'agrégation plaquettaire’®. Il
est essentiel d’avoir un ratio PGl, /TXA, pour une bonne santé cardiaque. Des
cellules endothéliales en culture en présence de HDL produisent une

augmentation dose dépendante de PGI2'"%.
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Des études ont également démontré que les taux de HDL seraient
inversement proportionnels aux taux du facteur von Willebrand (VWF)'"3. Ce
facteur est un ligand produit par les cellules endothéliales et est essentiel a
I'adhésion et & 'agrégation des plaquettes lors de bris vasculaires'®. Un taux plus

élevé de HDL conduit encore une fois a une diminution des risques de thrombose.

Finalement, l'endothélium controle la relache de [Iactivateur du
plasminogéne (tPA) et linhibiteur de lactivateur du plasminogéne-1 (PAI-1).
Ensemble, ces derniers régulent I'activité de la plasmine, une enzyme qui coupe
les liens de la fibrine et donc fait entrave a la formation du thrombus. Les LDLox
augmenteraient la tPA et diminueraient la PAI-1. Les HDL renverseraient cet effet

en favorisant un équilibre normal entre le tPA et le PAI-1'7,

3.4.5 Les propriétés anti-infectieuses des HDL

Le LPS est un lipopolysaccharide que I'on retrouve dans la membrane des
cellules gram négative'’®. Il favorise l'inflammation en augmentant I'expression de
cytokines, du TNF-a et de I'lL-1'"®. Les HDL auraient la capacité d’inhiber les effets
du LPS. L’'une des hypothéses est que les HDL serait capable de capter sur leurs
membranes le LPS et de le neutraliser. Ce mécanisme est cependant encore mal
compris. Actuellement, il est proposé que deux protéines plasmatiques, la LBP
(LPS binding protein) et le CD14 joueraient un grand réle dans le transport du LPS
jusqu'au HDL'””. La LBP semble favoriser le transport du LPS au CD14 avec
lequel il forme un complexe'® '’® La LBP serait également responsable du

transfert de ce complexe jusqu’aux HDL qui participeraient a sa neutralisation '3,

D’autre part, d’autres études suggeérent que la LBP et le PLTP (phospholipid
transfer protein) serviraient de navette pour le LPS vers les HDL puis vers les LDL.
Ce transfert favoriserait la formation d’'un complexe HDL-LDL'”®. Ce phénomeéne
se produirait lors de l'inflammation et contribuerait possiblement aux dyslipidémies

observées dans les cas cliniques d'infections aigues'”®.
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3.4.6 Les propriétés anti-apoptotiques des HDL

L’'apoptose des cellules endothéliales est observée dans de multiples
pathologies cardiovasculaires, incluant I'athérosclérose. Elle peut entrainer, par
exemple, une augmentation de la perméabilité de I'endothélium vasculaire et une

élévation des risques de thrombose'”".

Les LDLox favorisent I'apoptose de plusieurs types cellulaires tels que les

180 ot les cellules musculaires lisses'®!. Cet effet des LDLox

cellules endothéliales
peut résulter de I'activation des caspases 3 et 9 favorisant ainsi la voie de
I'apoptose'®. Des observations ont démontré que les HDL et particulierement I'apo
A-|l sont capables de prévenir la mort cellulaire de cellules endothéliales induites
par des LDLox'®. En effet, les HDL peuvent protéger les cellules endothéliales
humaines contre I'apoptose induite par le TNF-a et cet effet est le résultat de

linhibition de I'activité de la caspase 3 et 9'%% '®

. Les HDL pourraient également
diminuer le relachement du cytochrome C des mitochondries qui est également

impliqué dans I'apoptose.

Par ailleurs, d’autres études ont démontré que lactivité anti-apoptotique des
HDL serait également reliée a I'activation de I'Akt, un médiateur anti-apoptotique,
via la PI3K'®. Cette voie augmente la synthése du NO et offre donc une protection

contre I'apoptose.

Des recherches récentes proposent que les lysophingolipides transportés
par les HDL seraient actifs et qu'ils pourraient agir sur I'endothélium, probablement
par signalisation cellulaire, augmenter la synthése de NO et inhiber la voie des
caspases. Ces lysophingolipides sont la spingosine-1-phosphate (S1P), la
sphygosylphosphorylcholine (SPC) et le lysosulfatide (LSF)'®. Des études
récentes ont d’ailleurs démontré qu’ in vitro, les HDL et la S1P peuvent protéger
des cardiomyocytes contre I'apoptose. Ce potentiel antiapoptotique dépendrait du

S1P5'% et impliquerait également la voie de synthése du NO'8 '¢7,
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4- L’APOLIPOPROTEINE A-I

Les HDL ont de nombreuses fonctions bénéfiques pour la santé. Les
scientifiques leur reconnaissent aujourd’hui des fonctions anti-athérogéniques,
anti-inflammatoires, anti-oxydantes, anti-thrombotiques, anti-infectieuses et anti-
apoptotiques. L'apolipoprotéine A-l (apo A-l) est reconnue comme l'apolipoprotéine
majeure constitutive des HDL avec un pouvoir protecteur contre les maladies
cardiovasculaires. La production de I'apo A-l étant associée aux taux plasmatiques
des HDL'®, raugmentation de sa synthése pourrait donc contribuer a I'élévation
des niveaux de HDL sanguins entrainant ainsi une diminution des risques de
développer I'athérosclérose. Compte tenu de la grande incidence des maladies
cardiovasculaires nul doute que la régulation de la synthése de 'apo A-l est un

sujet de choix pour de nombreux chercheurs.

4.1 Synthese de I'apo A-l

Le foie et l'intestin gréle sont les deux sites majeurs de la synthése de l'apo
A-1"® L'apo A-l est synthétisée dans ces organes sous la forme d'un précurseur
appelé preproapo A-1'®°. Un clivage du prépeptide intervient dans la cellule afin
d’obtenir le proapo A-l. Dans la circulation sanguine, la proapo A-l est coupée par
une enzyme protéolytique spécifique nommeée apo A-l propeptidase afin d’obtenir
I'apo A-l mature''. L'apo A-I mature est un polypeptide non glycosylé composé de

243 acides aminés et ayant un poids moléculaire de 28 kDa'%2.

Figure 17. Synthése de I'apo A-l
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4.2 Fonctions de I’'apo A-l

L’une des fonctions les mieux connues de I'apo A-l est son rdle crucial dans
le transport inverse de cholestérol. En effet, 'apo A-I est un acteur indispensable
au processus du retour du cholestérol au foie ; elle est non seulement impliquée
dans l'efflux de cholestérol de la cellule aux HDL grace a FABCA1'?2, mais favorise
également 'augmentation de I'activité de la LCAT'® et la liaison du SR-BI aux
HDL™' afin d’assurer le retour du cholestérol au foie. Ce mécanisme est
particulierement important puisque c’est le seul moyen que le corps humain
posséde pour éliminer I'excés de cholestérol. Par conséquent, des défauts dans la
structure ou la synthése de |'apo A-l peuvent conduire a des désordres dans le
systéme de transport des lipides plasmatiques et ainsi augmenter les risques de
développer une maladie artérielle. L'inhibition de la synthése de l'apo A-l chez des
souris a d'ailleurs été associée a des réductions des taux de HDL, a une
augmentation de l'inflammation ainsi qu'a des maladies artérielles'®®. Inversement,
chez des souris transgéniques surexprimant I'apo A-l, des concentrations plus
élevées d'apo A-l et de HDL plasmatiques ont été observées accompagnées d’'une
diminution des effets d’'une diéte riche en cholestérol sur les risques de développer

I'athérosclérose'®.

La surexpression de lapo A-l humain éléve aussi le potentiel anti-
inflammatoire et antioxydant de la PAF-AH liée aux HDL'*. L’apo A-l semble é&tre
également essentielle aux fonctions anti-thrombotiques des HDL, puisqu’en se
liant au SR-BI gréace a I'apo A-l que les HDL peuvent activer la voie de synthese du
NO et favoriser la dilatation des artéres. Finalement, I'apo A-l a une activité anti-
oxydante, car les résidus méthionine de I'apo A-l sont capables d’emprisonner les
radicaux d’oxygéne réactifs'**. L’apo A-| participe donc a la protection des HDL et

des LDL contre I'oxydation'*? 1%,
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4.3 Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

de I'apo A-l

Les scientifiques prennent de plus en plus conscience des nombreuses
fonctions bénéfiques de l'apo A-l sur la santé et la compréhension de sa
modulation se révele alors primordiale. Grace aux nombreuses études effectuées
sur la régulation du géene de l'apo A-l, les scientifiques ont établi certains facteurs
physiologiques, pharmacologiques et nutritionnels agissant comme des
stimulateurs ou des inhibiteurs de la transcription du géne de I'apo A-l et donc de
sa protéine. Ainsi, il semble que la régulation de I'apo A-l s’effectue de fagon

transcriptionnelle et post-transcriptionnelle®.

La transcription est un processus qui consiste a faire une copie des régions
codantes de I'ADN en ARN. L’enzyme qui initie la transcription est 'ARN
polymérase. Sa fixation sur le promoteur et son activation sont influencées par des
facteurs de transcription qui peuvent étre des activateurs ou des inhibiteurs de la
transcription génique. Ces derniers se fixeront au niveau des séquences cis-
régulatrices sur le promoteur en réponse a certains stimuli. Une fois la transcription
terminée, 'ARN sortira du noyau afin de commencer sa traduction dans le
cytoplasme. La traduction est l'interprétation de TARNm en acides aminés. L'ARN

est donc traduit en protéine.

Figure 18. Synthése de protéine
ARN POLYMERASE
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4.3.1 La régulation transcriptionnelle de I’apo A-l

Le promoteur du géne de I'apo A-l renferme trois sites dont I'intégrité est
essentielle a la modulation de I'apo A-l, soient le site A (-214 a -192), le site B (-
169 & -146) et le site C (-134 a-119)'%. Ces sites sont modulés par une variété de
signaux hormonaux ou métaboliques. Le promoteur contient également une boite

TATA qui termine la partie régulatrice du géne'®®.

Les facteurs de transcription peuvent donc avoir un effet stimulateur ou
inhibiteur sur la transcription du géne de I'apo A-l. Ainsi, Le site A peut se lier aux
récepteurs RAR, RXRa et PPARaq, le site B aux C/EBP, HNF-3 B et aux
glucocorticoides et le site C aux HNF-4 et ARP-1'%.

Figure 19. Promoteur de I'apo A-l
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RAR : Retinoic acid receptor; RXR : Retinoic X receptor; PPAR : Peroxisome
proliferator-activated receptor; HNF-4 : Hepatocyte nuclear factor; HNF-38 : Hepatocyte
nuclear factor; C/EBP : CCAAT/enhancer binding protein; ARP-1: Apo A-I regulatory
protein-1

Adapté de Hargrove'®
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4.3.1.1 Les glucocorticoides

Les glucocorticoides sont des hormones stéroidiennes qui sont utilisées
surtout pour leurs effets anti-inflammatoires. Des observations cliniques ont
démontré des taux plus élevés d’apo A-l et de HDL chez des patients présentant
un excés de glucocorticoides'¥’. Cette augmentation de taux d'apo A-l et des HDL
a été également retrouvée lors d’études animales. Des glucocorticoides
synthétiques injectés a des rats ont augmenté leurs taux sanguins d’apo A-l et de

I'’ARNm de I'apo A-l hépatique'®®

. Cette hausse de I'apo A-l a aussi été remarquée
de fagon dose-dépendante lors d’incubation de cellules hépatiques (HepG2) avec
la dexaméthasone'®®. Cet effet des glucocorticoides, au niveau des cellules
hépatiques, semble résulter de la liaison du site B du promoteur du géne de I'apo
A-l et du facteur de transcription HNF-3B. Cette liaison engendre alors une

activation de la transcription du géne de I'apo A-12%% 201,

4.3.1.2 Les oestrogenes

Plusieurs études ont remarqué une augmentation des concentrations de
HDL et d’apo A-l plasmatique chez des femmes post ménopausées recevant des
oestrogénes®®? 2%, Ce phénoméne a également été observé dans des cellules
hépatiques (HepG2) en culture ou les oestrogénes ont modulé a la hausse la
transcription du géne de 'apo A-I?®*. Le promoteur du géne de I'apo A-l ne contient
cependant pas |'élément réponse de I'cestrogene (ERE : estrogen response
element)®®. Des recherches effectuées sur des cellules hépatiques indiquent que
'augmentation de la transcription du géne de I'apo A-l se ferait grace a une action
synergique des facteurs de transcription HNF-4 et HNF-3B qui se lieraient aux sites

A et B, respectivement, du géne de I'apo A-[2%% 2%,
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4.3.1.3 Les fibrates

Les fibrates sont des agents pharmacologiques entrainant une réduction du
cholestérol total. Chez les rongeurs, les fibrates diminuent TARNm hépatique de
lapo A-l, sans avoir d’effet au niveau intestinal®®. Chez I'humain, les fibrates
entrainent une augmentation des HDL sanguins via une induction de I'expression
du géne de I'apo A-l. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que chez le rat, et non
chez ’humain, la transcription de I'apo A-l est diminuée par un récepteur nucléaire
nommé Rev-erba qui se lie a la boite TATA sur le promoteur de I'apo A-l. Des
études démontrent que les fibrates augmentent TARNm de Rev-erba de 10 fois et
donc provoquent une diminution de I'expression de l'apo A-l hépatique (et non
intestinale)2°7. Chez I'humain, l'activation de I'expression de I'apo A-l passe par le
récepteur nucléaire PPARa lequel agit sur le PPRE (peroxisome proliferator

response element) localisé dans le site A du géne de 'apo A-I?%,

4.3.1.4 L’acide rétinoique

Les effets de I'acide rétinoique, un dérivé de la vitamine A, sur I'expression
de I'apo A-l sont encore aujourd’hui contradictoires. En effet, chez des cellules
hépatiques de singes en culture, une augmentation de I'expression de I'apo A-l a
été observée suite a I'ajout d’acide rétinoique (9-cis ou 13-cis)?®, tandis que
d’autres études ont démontré que I'acide rétinoique diminue I'expression du géne
de rapo A-l chez des rats®'’. Cette diminution de I'expression de l'apo A-l a
également été observée dans une co-culture d’hépatocytes et de cellules
épithéliales hépatiques incubés avec de 'AR?'". D’autres travaux effectués chez le
rat n'ont observé aucun effet de AR sur I'expression d’apo A-I hépatique?®'?.
Malgré le grand nombre d’études sur la régulation de I'apo A-l par FAR au niveau
hépatique, le mécanisme de régulation est encore mal compris et demande plus
d’investigation. Contrairement au foie, les recherches portant sur I'effet de 'AR sur
la synthése de I'apo A-l au niveau de lintestin sont fort peu nombreuses. Il est

suggéré que le mécanisme d’action de I'AR sur le géne de I'apo A-l se ferait via
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les récepteurs nucléaires RAR et RXR. Ces derniers pourraient se lier au RARE
qui est présent dans la région régulatrice du géne de l'apo A-I*'® "%, ’élément
RARE de I'apo A-lI humain pourrait lier 'homodimére RXR-RXR ou 'hétérodimere

RAR-RXR, et serait essentiel a I'activation du promoteur du géne de I'apo A-1>'>
216-217

4.3.1.5 L’acide cholique

L'acide cholique est 'un des acides biliaires les plus abondants. Dans les
études animales, il est utilisé en combinaison avec des régimes élevés en gras et
en cholestérol. Une diminution de FARNm hépatique a été observée, chez des
souris nourries avec de l'acide cholique®’®. Des études suggérent que l'acide
cholique exerce une régulation transcriptionnelle négative sur le géne de I'apo A-l
via le facteur de transcription ARP-1(ApoA-| regulatory protein 1). Ce facteur est
connu pour son effet inhibiteur du géne de 'apo A-1.2"° L’ARP-1, un lie les sites A
et C du promoteur de l'apo A-l et est un récepteur nucléaire dont le ligand n'est

pas connu?'®,
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4.3.2 La régulation post-transcriptionnelle de I’apo A-l

La régulation post-transcriptionnelle, comme son nom lindique, a lieu
lorsque ’ARN subit des modifications aprés I'étape de la transcription génique. En
ce qui concerne le géne de l'apo A-l, deux principaux facteurs moduleraient la
synthése du gene de fagon post-transcriptionnelle, soient les lipides alimentaires et
les hormones thyroidiennes.

4.3.2.1 Les lipides alimentaires

Un régime riche en lipides chez 'humain induit des niveaux plasmatiques
plus élevés en LDL et en HDL'®. Chez des souris, il a été observé qu’une diéte
riche en lipides, en acides gras saturés et non en cholestérol, augmenterait la
synthése de l'apo A-l et des HDL?®. Une diéte riche en acides gras saturés
provenant de I'huile de noix de coco a induit chez des lapins une augmentation de
la synthése des HDL et de 'apo A-I??'. Le mécanisme d’action des acides gras
saturés sur la régulation de I'apo A-1 semble encore mal compris. Des observations
suggerent cependant que la régulation de I'apo A-l par les lipides alimentaires est
post-transcriptionnelle. D’ailleurs, une étude sur des souris chez lesquelles I'apo A-
| est augmentée par des lipides alimentaires n’a observé aucune augmentation de
ARNm de I'apo A-l hépatique ou intestinale. Le taux de catabolisme des HDL et
de I'apo A-l est cependant diminué traduisant une régulation post-transcriptionnelle

de la part des lipides alimentaires, mais le mécanisme est encore mal compris®?.

4.3.2.2 Les hormones thyroidiennes

L'impact des hormones thyroidiennes sur la régulation de I'apo A-l chez
’humain semble contradictoire. Entre autres, des études ont observé des taux

223 224

sanguins bas de HDL dans des cas d’hyperthyroidie* et d’hypothyroidie“".

Des résultats plus clairs ont été retrouvés chez les animaux. Chez des rats,

en présence d’hypothyroidie, TARNm hépatique de l'apo A-l est diminuée de
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moitié, tandis qu’en présence d’hyperthyroidie, TARNm est de deux fois augmenté,
et ceci résulterait d’'une augmentation de la stabilité de 'TARNm de lapo-A-I?%,
Ceci serait le principal effet des hormones thyroidiennes sur la régulation de I'apo
A-l. Cependant, certaines études rapportent que les hormones thyroidiennes
induiraient aussi une régulation transcriptionnelle du géne de I'apo A-l. Ainsi, chez
les rongeurs, HNF-4 est connu pour se lier au site A du promoteur de 'apo A-| et
en supprimer lactivité. HNF-4 serait également capable d’intervenir sur le
récepteur de I'hormone thyroidienne T3 (L-triiodothyronine) et ainsi contribuer

négativement & 'expression du géne de I'apo A-1°%°,

Compte tenu de l'importance de I'apo A-l pour la santé, tous ces facteurs
physiologiques, pharmacologiques et nutritionnels qui influencent sa régulation
suscitent de grands espoirs. Etant 'apolipoprotéine constitutive majeure des HDL,
elle pourrait en fait servir a la prévention et le traitement des maladies
cardiovasculaires. Actuellement, 'un des régulateurs de l'apo A-l est l'acide
rétinoique qui posseéde un élément de réponse sur le promoteur du géne de I'apo
A-l. Jusqu’a maintenant, les recherches se sont davantage intéressées a la
synthése de I'apo A-l au foie et les résultats obtenus sont contradictoires. Il est
donc primordial d’effectuer de plus amples recherches afin de mieux comprendre

la régulation de I'apo A-l au niveau hépatique et intestinal.



PROJET DE RECHERCHE

1. HYPOTHESE ET OBJECTIFS

De nombreuses études ont établi que la vitamine A et ses dérivés, les
rétinoides, sont essentiels pour la croissance, la vision, la reproduction, le
développement embryogénique et foetal. Il a aussi été démontré que les rétinoides
inhibent le développement de plusieurs types de tumeurs et restreignent la
propagation de cellules néoplasiques, suggérant ainsi leur possible implication
comme agent chemothérapeutique pour le traitement du cancer. Cependant, les
meécanismes d’action moléculaires de ce micronutriment pléiotropique sont encore
trés mal compris. Ceci est particulierement vrai pour lintestin, lequel joue pourtant
un réle central dans I'absorption, I'assimilation, le métabolisme et le transport de la
vitamine A et de tous les rétinoides. Méme si les rétinoides sont essentiels a une
variété de processus cruciaux a la vie, la compréhension de leurs effets
régulateurs sur la différenciation des cellules intestinales et leurs fonctions reste
limitée. Compte tenu de leurs nombreux effets bénéfiques sur la santé, de
nombreuses études se consacrent présentement a trouver des molécules pouvant
augmenter les taux plasmatiques de l'apolipoprotéine A-l et des HDL. Plusieurs
travaux démontrent que I'AR est capable d’agir via les récepteurs nucléaires RXR
et RAR et de moduler ainsi 'expression de certains génes cibles. Etant donné que
'apo A-l est I'apolipoprotéine constitutive majeure des HDL et possede sur son
géne un élément réponse de I'AR, nous émettons 'hypothése que I'AR pourrait
contribuer a 'augmentation de la synthése de I'apo A-l et par conséquent des
HDL. Par ailleurs, nous postulons que l'apo A-l pourrait étre abondamment

synthétisée suite a I'action de I'AR sur la différenciation cellulaire.

Notre projet de recherche a pour objectif d’évaluer les effets de I'AR sur la

prolifération et la différentiation cellulaire, d’étudier les mécanismes d’action de
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AR sur les cellules intestinales et d'observer ses effets sur la synthése des

apolipoprotéines et des lipoprotéines, en particulier 'apo A-l et les HDL.

Pour répondre & ces nombreuses questions, nous avons utilisé les cellules
intestinales Caco 2/15 qui ont la particularité d’acquérir les caractéristiques de
lintestin gréle (bordure en brosse, microvillosités) et de synthétiser des
apolipoprotéines et des lipoprotéines. Les cellules Caco 2/15 ont été incubées a
différents temps de confluence avec de I'AR. Nous avons évalué l'influence de 'AR
sur la différenciation cellulaire, la synthése des apolipoprotéines et des
lipoprotéines. L'article qui suit présente en détail les méthodes utilisées et les

résultats obtenus.
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ABSTRACT

Dietary vitamin A and its active metabolites, collectively known as retinoids, are
considered essential nutrients for many functions as well as potent regulators of gene
transcription and growth. Although the epithelium of the small intestine is characterized by
rapid and constant renewal and enterocytes play a central role in the absorption and
metabolism of alimentary retinol, very little is known about the function of retinoids in the
human gastrointestinal epithelium, and mechanisms by which programs engage the cell
cycle are poorly understood. We have assessed the effects of 9-cis-retinoic acid (RA) on
proliferation and differentiation processes, as well as on lipid esterification, apolipoprotein
(apo) biogenesis and lipoprotein secretion along with nuclear factor gene transcription.
Treatment of Caco-2 cells with RA at different concentrations and incubation periods
revealed the reduction of thymidine incorporation in 60% pre-confluent or 0 confluent
cells. Concomitant with this cell proliferation decline, RA (i) modulated D-type cyclins
(cell cycle regulatory proteins) by reducing the mitogen-sensitive cyclin D1 expression
(thereby blocking DNA synthesis and cell proliferation) and upregulating cyclin D3
expression (thereby inducing cell differentiation); and (ii) exhibited a trend of increase in
p38 MAPK, which triggers CDX2, a central protein in cell differentiation. Despite the
induction of cell differentiation, RA remained without effect on lipoprotein output and apo
synthesis, even for apo A-I that possesses retinoic-response element in its promoter. In
combination with 22-OH, RA could induce apo A-I gene expression without any impact on
apo A-I mass. Only the gene expression of PPARB, RARPB and RARy was augmented and
no alteration was noted in PPARa, PPARy, LXRa, LXRB, RXRa, RXRp, and RXRy.
Taken together, these data highlight RA-induced cell differentiation via specific signalling
and RA-mediated apo A-I and particular isoforms of PPAR and RAR gene expression
when coupled with 22-OH.

KEYWORDS

Retinoids, apolipoproteins, lipoproteins, nuclear factors, lipids
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INTRODUCTION

Retinoic acid (RA), a low molecular weight lipophilic metabolite of Vitamin A
(retinol), is the most potent natural retinoid able to influence biological processes such as
cell growth and differentiation of various epithelia in the body (1, 2). RA acts by binding to
retinoic receptors (RAR-a. -B, -y), which form heterodimers with retinoid X receptors
(RXR-a, -B, -y), thereby inducing transcription of a wide array of specific target genes (3).
Synthesis and degradation of RAR and RXR by proteasomes and phosphorylations control
amount and timing of the retinoid responses. During development, absence of vitamin A
can lead to an uncontrolled proliferation of epithelial stem cells that fail to differentiate into
the normal phenotype in many lining epithelia (4). Although the small intestine is the first
gateway for contact with dietary retinol as well as the unique organ for its absorption and
metabolism, limited information is available as to the effects of RA on the mechanisms

governing functional maturation.

Earlier studies established that mammalian apolipoprotein (apo) A-I is synthesized
principally in the small intestine in addition to liver (5, 6). Apo A-I represents the major
protein component of high-density lipoprotein (HDL) particles and has been attributed
antiatherogenic properties in view of its potential to initiate the removal of excess
cholesterol from peripheral tissues by enhancing cholesterol efflux, and to deliver it to the
liver for degradation through reverse cholesterol transport pathways (7, 8). Apo A-l
exhibits supplementary functions, which includes the protection against oxidative stress,
inflammation, endothelium vasoconstriction and thrombosis (10-12). Therefore, multiple
efforts have been exerted to find out nutrients and chemical agents that raise the levels of
apo A-I, thereby providing new therapeutic options for the prevention of atherosclerotic
cardiovascular disease. There have been several tantalizing clues that revealed diverse
influences on apo A-I expression in liver versus intestine in response to developmental,
dietary, hormonal, toxic, and pharmacologic stimuli (13-17). Retinoid status seems to
regulate hepatic apo A-I gene expression. The administration of vitamin A to rats lowered
hepatic apo A-I mRNA (18) and treatment of rat hepatocytes with retinoic acid resulted in a
decrease in apo A-I gene expression (19). These observations indicate that retinoic acid

suppressed the expression of apo A-I in rats. In contrast, a stimulatory effect on apo A-I
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synthesis was noted in hepatoma cell lines (20) and in primary cultures from cynomolgus
monkey (21). The reason for the discrepancy among studies is not fully clear.
Additionally, opposite results were observed in intestinal cells (22, 23), which prompted us
to investigate the regulation by retinoic acid of apo A-I in Caco-2 cell line, an interesting
model frequently used to study lipid transport and lipoprotein assembly (24). Since a
considerable body of evidence supports the concept that intestinal cell differentiation is an
obligatory prerequisite for apolipoprotein biogenesis, we decided to focus on retinoic acid-
mediated apo A-I modulation in the proliferative and differentiated states. The last aim of
the present work was to determine the expression profile of various nuclear factors
representing transacting factors that bind to retinoic acid response element (RARE) that

have been identified in the promoter region of the apo A-I gene promoter (25).
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Caco-2 cells (American Type Culture Collection, Rockville, MD) were grown at
37°C with 5% CO; in MEM (GIBCO BRL, Grand Island, NY) containing 1%
penicillin/streptomycin and 1% MEM nonessential amino acids (GIBCO BRL) and
supplemented with 10% decomplemented fetal bovine serum (FBS; Flow, McLean, VA).
Caco-2 cells (passages 30-40) were maintained in T-75 cm? flasks (Corning Glass Works,
Corning, NY). Cultures were split (1:6) when they reached 70-90% confluence, using
0.05% trypsin-0.5 mM EDTA (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 (as described above) 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 various
periods, including 21 days, at which the Caco-2 cells are highly differentiated and

appropriate for lipid synthesis (26, 27). The medium was refreshed every second day.

Retinoic acid ( Sigma, Montreal, PQ, Canada) was then added to cells at different
concentrations for 24 h. Sucrase activity was measured as a marker of cell differentiation
and transepithelial resistance as a marker of monolayer integrity (Millipore, Bedford, MA)
(26, 27). Cell viability was assessed by trypan blue exclusion (27). Furthermore, DNA and
protein content was evaluated as previously described (27, 28). All these parameters were

tested in the presence or absence of retinoic acid.

Cell Proliferation Analysis by [3H|thymidine incorporation

The effect of retinoic acid on Caco-2 cell proliferative activity was determined by
incubating cells with or without retinoic acid, in the presence of unlabeled oleic acid (as
above) for 20 h. After 18 h of incubation, [3H] thymidine (10 pCi; sp act, 20 pCi /umol;
Du Pont, Markham, ON, Canada) was added to each well. Cells were incubated for 2 h,
washed with MEM (serum free), and then harvested with a rubber policeman. Cells were

sonicated, and the incorporation of [3H] thymidine into DNA was measured in

homogenates (counts. min-' DNA-I). DNA was quantified by a microfluorometric method.



52
Measurement of lipid synthesis and secretion

Lipid synthesis and secretion were assayed as previously described (27, 29, 30).
Briefly, radiolabeled ['4C]oleic acid (sp act, 53 mCi/mmol; Amersham, Oakville, ON,
Canada) was added to unlabeled oleic acid and then solubilized in fatty acid-free BSA
[BSA/oleic acid, 1:5 (mol:mol)]. The final oleic acid concentration was 0.7 mM
(0.45 pCi)/well. Cells were first washed with PBS (GIBCO), and the ["*Cloleic acid-
containing medium was added to the upper compartment. Fe**-ascorbate (0.2 mM:2 mM)
was added to the upper chamber in serum-free MEM. At the end of a 24-h incubation
period, cells were washed, then scraped with a rubber policeman in a PBS solution
containing antiproteases (phenylmethylsulfonyl fluoride, pepstatin, EDTA, aminocaproic
acid, chloramphenicol, leupeptin, glutathione, benzamidine, dithiothreitol, sodium azide,
and Trasylol, all at a final concentration of 1 mM). An aliquot was taken for lipid extraction
by standard methods (27, 29, 30) in the presence of unlabeled carrier [phospholipids (PL),
monoglycerides, diglycerides, triglycerides (TG), free fatty acids, free cholesterol (FC), and
cholesteryl ester (CE)].

The various lipid classes synthesized from ["*C]oleic acid were then separated by
TLC using the solvent mixture of hexane, ether, and acetic acid (80:20:3, vol/vol/vol), as
previously described (27, 29, 30)). The area corresponding to each lipid was scratched off
the TLC plates, and the silica powder was placed in a scintillation vial with Ready Safe
counting fluid (Beckman, Fullerton, CA). Radioactivity was then measured by scintillation
counting (LS 5000 TD, Beckman). Cell protein was quantified by the Bradford method, and
results were expressed as dpm per milligram of cell protein. Lipid secreted in the
basolateral compartment was analyzed and quantified, as described above, after

centrifugation (2,000 rpm for 30 min at 4°C) to remove cell debris.

Lipid carrier

Blood was drawn 2 h after the oral intake of a fat meal by human volunteers, and
postprandial plasma was prepared to serve as a carrier for the lipoproteins synthesized by
Caco-2 cells. The TG-enriched plasma was incubated at 56°C for 1h to inactivate

enzymatic activity in the presence of antiproteases.
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Isolation of lipoproteins

For the determination of secreted lipoproteins, Caco-2 cells were incubated with the
lipid substrate as described above, in the presence or absence of retinoic acid. The medium
supplemented with antiproteases (as described above) was first mixed with a plasma lipid
carrier (4:1, vol/vol) to efficiently isolate de novo lipoproteins synthesized. The lipoproteins
were then isolated by sequential ultracentrifugation using a TL-100 ultracentrigfuge
(Beckman), as described previously (30). Briefly, chylomicrons were isolated after
ultracentrifugation (20,000 rpm for 20 min). Very low-density lipoprotein (VLDL)
(1.006 g/ml) and low-density lipoprotein (LDL) (1.063 g/ml) were separated by spinning at
100,000 g for 2.26 h with a tabletop ultracentrifuge 100.4 rotor at 4°C. The high-density
lipoprotein (HDL) fraction was obtained by adjusting the LDL infranatant to density at
1.21g/ml and centrifuging for 6.5h at 100,000 g. Each lipoprotein fraction was
exhaustively dialyzed against 0.15 M NaCl and 0.001 M EDTA, pH 7.0, at 4°C for 24 h.

De novo apolipoprotein synthesis

The effect of retinoic acid on newly synthesized and secreted apolipoprotein A-1
(apo A-I), apo A-1V, apo B-48, apo B-100, and apo E was assessed as described previously
(26, 27, 29, 30). To firstinduce apolipoprotein synthesis, cells were incubated apically with
unlabeled oleic acid bound to albumin in serum-free medium, 24 h before [*°S]methionine
incubation. The concentration of the unlabeled lipid was equivalent to the labeled substrate
described above. During this time, retinoic acid was again added to the apical chamber.
After a 24-h incubation, cells as well as the outer chambers were rinsed twice with PBS
(GIBCO). The apical compartment was replaced with 1.5 ml of methionine-free medium
containing the unlabeled substrate and [**S]methionine (100 uCi/ml) (Amersham Life
Sciences, 50 mCi/mmol). After incubation for 3 h at 37°C with 5% CO,, the medium from
the basolateral compartment was collected. Cells were scraped off the inserts in the cell
lysis buffer, as described above. The medium and cell lysates were supplemented with the
antiprotease cocktail. To assay a considerable amount of de novo apolipoprotein synthesis,

the material from two wells was pooled.
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Immunoprecipitation of apolipoproteins

The medium and cell lysates were first supplemented with unlabeled methionine to
act as a carrier (final concentration, 0.1 mM). Immunoprecipitation was performed in the
presence of excess polyclonal antibodies to human apolipoproteins (Boehringer Mannheim)
at 4°C overnight (27, 30). Samples were then washed with Nonidet P-40 (0.05%). They
were subsequently centrifuged and resuspended in sample buffer (1.2% SDS, 12% glycerol,
60 mM Tris, pH 7.3, 1.2% B-mercaptoethanol, and 0.003% bromophenol blue) and analyzed
by a linear 4-15% polyacrylamide gradient preceded by a 3% stacking gel, as described
previously. Radioactive molecular weight standards (Amersham Life Sciences) were run in
the same conditions. Gels were sectioned into 2-mm slices and counted after an overnight
incubation with 1 ml of Beckman tissue solubilizer (0.5 N quaternary ammonium hydroxide
in toluene) and 10 ml of liquid scintillation fluid (Ready Organic, Beckman). Results for
each apolipoprotein studied were expressed as percent dpm/mg protein to assess the specific

effect of retinoic acid on apolipoprotein synthesis and secretion.
RT-PCR

PCR experiments for the various genes genes as well as B-actin (as a control gene)
were performed using the GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)as described
previously (31). Approximately 30—40 cycles of amplification were used at 95°C for 30 s,
58°C for 30 s, and 72°C for 30 s. Amplicons were visualized on standard ethidium bromide-
stained agarose gels. Importantly, we have established the experimental conditions relative
to RT-PCR, which correspond to the linear portion of the exponential phase for everygene

expression.

Statistical analysis

All values were expressed as means +£ SE. Data were analyzed by two-tailed

Student's t-test.
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RESULTS

Effect of RA on Caco-2 Cell Proliferation and integrity.

Cell proliferation was assessed by [3H]thymidine incorporation at various periods
of confluence. RA caused a decrease in Caco-2 cell proliferation as measured by [3H]-
thymidine incorporation. On the other hand, RA remained without impact when the

differentiation process was engaged, i.e. 10 d- and 21-d post-confluence.
Following treatment with RA, Caco-2 cell integrity was assessed by the

determinations of cell monolayer transepithelial resistance and cell viability by trypan blue

exclusion. No cytotoxic effect of RA was observed (Results not shown).

Effect of RA on Caco-2 Cell differentiation.

Since D-type cyclins are believed to be cell cycle-promoting agents, we first studied
their protein expression in proliferative and differentiated states. The treatment of Caco-2
cells with RA lowered cyclin D1 and raised cyclin D3, giving rise to the cyclin D3/cyclin
D1 ratio (Figure 2).

Then, we examined the protein expression of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K),
an enzyme required for morphological and differentiation of enterocytes. The addition of
RA resulted in little effect on PI3K protein expression at 60% as well as 0- and 10-day
post-confluence. Besides, RA was able to reduce PI3K protein expression at 21-day post-

confluence (Figure 3).

P38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) has recently emerged as a key
modulator of various vertebrate cell differentiation processes. We therefore investigated
whether it is modulated by RA. A significant raise was noted in its protein expression at
60% confluence, whereas only a trend was noted at confluence or at 10- and 21-d post-

confluence (Figure 4). Additionally, we tested the influence of RA on activated p38 MAPK
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by exposure of Caco-2 cells to environmental stress and found a fall at 10-d post

confluence (Figure 95).

Finally, we sought to address the effect of RA on CDX2, a protein capable of
suppressing proliferation and of promoting differentiation. Interestingly, RA significantly
increased CDX2 protein expression at 60% confluence and lowered it at 10- and 21-d post-

confluence (Figure 6).

Effect of RA on_apolipoprotein synthesis in Caco-2 cells.

We explored the modulation of de novo apolipoprotein synthesis by RA in the
presence and absence of 22-hydroxycholesterol (22-OH) during 6- and 24-h incubation
culture. For the short incubation period, RA was unable to influence the biogenesis of apo
A-I and apo A-IV (Figure 7) as well as that of apo B-48, apo B-100 and apo E (Figure8). In
contrast, 22-OH could increase the synthesis of all the apos. However, the addition of RA
to 22-OH suppressed the 22-OH-induced biogenesis.

During the long incubation period, RA enhanced the apo A-IV synthesis only while
22-OH was effective in activating the production of apo A-I, apo A-IV, apo B-100 and apo
E. The combination of RA and 22-OH did not induce any change in the level of synthesis

of all the apolipoproteins.

Effect of RA on lipoprotein secretion by Caco-2 cells.

As illustrated in Figure 9, no substantial variations were observed in lipoprotein

output following the addition of RA either at 4 or 24 hour-incubation.

Effect of RA on_nuclear factors in Caco-2 cells.

In order to approach the mechanisms triggered by RA, we assessed the gene

expression of PPAR, LXR, RXR and RAR in Caco-2 cells at 6 and 24 hours of incubation.
RA and 22-OH did not exhibit an influence on PPARq at the short incubation period
(Figure 10). A significant lowering effect was recorded for 22-OH and 22-OH+RA. RA
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elicited an enhancement in the gene expression of PPARP at 4 and 24 hours of incubation.
The combination of RA and 22-OH significantly lowered PPARP gene expression. RA and

22-0OH alone or in combination reduced the PPARY gene expression.

When we tested the influence on RA and 22-OH on gene expression of LXRa and

B, we could not note any substantial effect (Figure 11).

We also explored the impact of RA treatment on RXR in Caco-2 cells. We almost
noted an increase in RXRa and RXRp following the administration of RA to Caco-2 cells.
22-OH alone or in combination with RA seemed to cause a decline in their gene expression

(Figure 12).

We finally turned to RAR regulation by RA and 22-OH. In general, a raise of
RARa, RARP and RARY resulted from the addition of RA. A trend of decrease was noted
in the gene expression of this nuclear factors following the addition of 22-OH and an

enhancement was recorded in RARP when RA and 22-OH were combined.
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DISCUSSION

RA is known to exert pleiotropic effects given its ability to modulate gene
expression of various genes involved in growth, adaptation and function. We have,
therefore, undertaken systematic studies to examine the impact of retinoic acid treatment on
intestinal epithelial cell in order to examine its regulatory role in cellular proliferation and
differentiation, as well as on lipid transport processes and transcriptional programs elicited
by nuclear factors. Our data indicate that retinoic acid acted as a differentiation factor since,
at 60% pre-confluence and at o day confluence, it (1) lowered labeled thymidine
incorporation; (2) modulated D-type cyclins (cell cycle regulatory proteins) by reducing the
mitogen-sensitive cyclin D1 expression (thereby blocking DNA synthesis and cell
proliferation) and upregulating cyclin D3 expression (thereby inducing cell differentiation);
and (3) showed a trend of increase in p38 MAPK, which triggers CDX2, a central protein in
cell differentiation. Despite its capacity to diminish cell proliferation, retinoic acid was
unable to increase intestinal apo A-I gene expression, apo A-l synthesis and HDL
production. Furthermore, it remains without effect on the esterification of TG, CE and PL,
the production of CM, VLDL and LDL, and the biogenesis of apo A-1V, B-48, B-100 and
E. Moreover, it augmented the gene expression of PPARB, RARPB and RARy without
altering that of PPARa, PPARy, LXRa, LXRB, RXRa, RXRf, and RXRy. Finally, when
combined with 22-OH, retinoic acid could induce apo A-I gene expression without any

impact on apo A-I mass.

In our studies with Caco-2 cells, retinoic acid diminished cell proliferation and
raised cell differentiation in conditions of pre-confluence and confluence. Similarly, a
number of in vivo and in vitro studies using various experimental models have revealed that
RA plays a key role in embryonic development, the prevention and treatment of tumors, as
well as cell proliferation and differentiation **” 2%, In particular, our data are in line with
many reports suggesting that RA is more active in inhibiting proliferation and inducing
differentiation in relatively undifferentiated systems, i.e., murine F9 teratocarcinoma cells,
promiolocytic HL-60 cells, L-6 melanoma cells, and neuroblastoma and embryonal stem
cells P19 **2!_ In contrast, in other systems, such as keratinocytes **, embryonal lung

233

cells 3, and chick embryo hepatocytes **, proliferation is stimulated. Differentiation is

2

also blocked in chondrocytes, osteocytes and adiopocytes **'. The reported contrasting
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effects of RA can be explained by the existence of many types of RA-nuclear receptors,

regulated both temporally and in a tissue-specific fashion.

In proliferating eukaryotic cells, the progression from G1 phase to S phase of the
cell cycle is controlled by the expression of a subset of the cell cycle control genes. These
include the D-type cyclin genes, which consist of three family members, cyclins D1, D2
and D3. The regulatory function of the d-type cyclins is mediated by their interactions with
cyclin-dependent kinases (CDK) 2, 4 and 6 (39). Abnormal or untimely expression has the
potential to disrupt the cell cycle, and therefore assign them as proliferation-promoting
genes or oncogenes (40). Indeed, overexpression of the D-type cyclins has been reported in
a large number of tumours (41-44). However, not all three D type cyclins are overexpressed
in the same tumour and the three cyclins are differentially linked to poor prognosis (45, 46).
In our study, the administration of RA to Caco-2 cells decreased cyclin D1 and increased
cyclin D3, resulting in a significant D3/D1 ratio at 60% pre-confluence and at o day
confluence. These data are congruent with the observation that overexpression of cyclin
D1, but not cyclin D3 is linked to cancer carcinogenesis (47). At present, the mechanism by

which RA enhanced cyclin D3 and lowered D1 is not clear.

PI3K belongs to a family of signal transducer heterodimeric enzymes composed of a 85-
kDa regulatory subunit (p85 a or ) containing SH2 and SH3 domains ans a 110-kDa catalytic
subunit (p110 o or B ) ( 48, 49) that phosphorylates the D3 hydroxyl in the inositol ring of
phosphatidylinositol. PI3K is involved in the regulation of normal cellular processes such
as cellular growth, vesicular trafficking, insulin-regulated glucose uptake and apoptosis.

Although PI3K-signaling pathway has been implicated.

Recently, PI3K has been shown to be an important regulator of differentiation in
certain cell types, incuding myogenic, intestinal and adipocyte differentiation (50).
However, PI3K may behave as a negative regulator of cellular differentiation (51, 52). In
our studies, PI3K did not change following RA treatment at 60% pre-confluence or at 0
confluence. On the other hand, p38 MAPK was augmented, which is congruent with its
important role in various mammalian cell differentiating processes (50). Consistent with the

notion that CDX2has a critical function in intestinal cell differentiation within a regulatory
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network that establishes the differentiated phenotype of intestinal epithelial cells (53), we

found a RA-induced enhancement in Caco-2 cells at 60% confluence.

At present, the physiological effect of RA on apo A-I expression is not clear and
likely to be complex as contradictory data have been noted both in vivo and in vitro. In the
liver where most of the studies have been carried out, retinoids decreased apo A-I gene
expression in rat (54, 55), while increasing it in HepG2 cells and primary hepatocyte
culture(56, 57). Other reports showed that retinoids have no effect on the abundance of
hepatic apo A-I mRNA (58). Similarly, investigators have shown that retinoids have (i)
transient stimulatory or inhibitory influence of retinoids on intestinal apo A-I gene
transcription; and (ii) a lack of correlation between intestinal apo A-I mRNA level and apo
A-I secretion (56, 58, 59). Undoubtedly, additional effort is definitely necessary to define
the impact of retinoids on apo A-I synthesis and secretion in the intestine. There is also
merit in evaluating whether retinoids play a role in intestinal HDL formation and export,
given the relationship of these processes with protection against coronary heart disease.
Currently, no data are available in human intestinal tissue on whether retinoids may be
brought into play for HDL production or assembly of other types of lipoproteins. This is
particularly relevant considering the discordant effects of retinoic acid in clinical studies. In
humans, the administration of synthetic retinoids, isotretinoin and etretinate, for the
treatment of dermatologic disorders led to decreased concentrations of HDL, accompanied
with significant increases in triglycerides, total and LDL-cholesterol (60-62). However,
there appears to be little risk of causing hyperlipidemia or adverse effects on HDL by
prolonged therapy with isotretinoic (63-66) when data were compared with placebo-treated
patients. Overall these observations argue in favour of further investigations, which would
lend strong credibility to the practical relevance of retinoids for apo A-I and HDL
regulation. In view of our preliminary data, we hypothesize that RA isomers may enhance

intestinal levels of apo A-I by augmenting gene and protein expression.

Retinoids exert their biologic and pharmacologic activity primarily by
modulating the transcription of specific target genes. Retinoids are ligands for specific
transcription factors that belong to the superfamily of nuclear receptors (67). Two distinct
classes of retinoids receptors have been identified: the RARs and the RXRs, each composed

of at least 3 different subtypes: (i) RAR-a, RAR-B and RAR-y which bind all-trans-RA
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with high-affinity; and (ii) RXR-o, RXR-B and RXR-y which bind 9-cis-RA with high
affinity and all-trans-RA with lower affinity (68-72). These activated receptors bind to
cognate DNA sites, known as response elements, in the enhancer/promoter regions of
retinoid-response genes, activating or repressing transcription (68). As reported previously
(73-75), retinoic receptor DNA response element (RARE) is present in the regulatory
region of the apo A-I gene, which suggests that plasma levels of HDL and apo A-I may be
controlled by retinoids. The RARE in the human apo A-I promoter has been shown to bind
both RXR-RXR homodimers and RAR-RXR heterodimers, and to be essential for apo A-I
promoter activity in transactivation assays (69, 75). In our studies, RA enhanced RAR
isoforms (a,f,y) following an incubation of 6 h or 24 h. However, it was effective in
augmenting RXRa and RXRp only after a 24-h incubation. LXR remained insensitive and
PPARP responded by a substantial increase. Despite ligand activation and possibly
heterodimerisation of RAR and RXR, RA did not display a major impact on apo A-I

mRNA and protein. These results demonstrate the high complexity of apo A-I regulation.

Although much is known about the modulation of apo A-I by diet, hormones and
development, there remains a dearth of information regarding the intestinal regulation of
apo A-I synthesis and HDL production by natural and synthetic retinoid members of the
vitamin A family. Our studies have revealed the potential of RA to induce cell
differentiation without modulating apo A-I synthesis. A better understanding of the
regulatory mechanisms in the future may offer us useful information in order to manipulate

apo A-I expression and to benefit patients with coronary events.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1

Figure 2

Figure 3

Effects of retinoic acid (RA) on the proliferation using Caco-2 cell line.
The incorporation of [3H]-thymidine was studied in Caco-2 cells at
various conditions: A. 60% confluence; B. 0 day confluence; C. 10 days
post- confluence; D. 21 days post-confluence. Experiments were performed
in duplicate.

Values are expressed as means + SE for n=4 in each group of experiments.
*p < 0.05 vs controls; **p < 0.01 vs controls

Effects of retinoic acid (RA) on the cyclin D3/D1 ratio in Caco-2 cells. The
proteins of cell homogenates were fractionated by SDS-PAGE and
electrotransferred onto nitro-cellulose membranes. The blots were then
incubated with the polyclonal antibody overnight at 4 °C.
Immunocomplexes were revealed by means horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin and an enhanced
chemiluminescence’s kit. D1 and D3 mass were quantitated using an HP
Scanjet scanner equipped with a transparency adapter and software.
Thereafter, ratios were calculated in 4 experimental conditions: A. 60%
confluence; B. 0 day confluence; C. 10 days post-confluence; D. 21 days
post-confluence.

Values are expressed as means + SE.

*p < 0.05 vs controls; **p <0.01 vs controls

Effects of retinoic acid (RA) on the protein level of phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) in Caco-2 cells. Homogenates were immunoprecipitated and

blotted with anti-PI3K antibody as described in Materials and Methods.



Figure 4

Figure 5

Figure 6
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Studies were performed at various conditions: A. 60% confluence; B. 0 day
confluence; C. 10 days post-confluence; D. 21 days post-confluence.

Values are expressed as means + SE for n=4 in each group of experiments.
*p < 0.05 vs controls; **p <0.01 vs controls

Effects of retinoic acid (RA) on the protein expression of p38 mitogen-
activated protein kinase (p38 MAPK) in Caco-2 cells. Samples of each
fraction were subjected to immunoprecipitation, SDS-PAGE and Western
blotting at various conditions: A. 60% confluence; B. 0 day confluence; C.
10 days post-confluence; D. 21 days post-confluence.

Values represent the mean + SE for 4 separate experiments.

*p < 0.05 vs controls; **p <0.01 vs controls.

Effects of retinoic acid (RA) on the protein expression of phospho-p38
mitogen-activated protein kinase (phospho-p38 MAPK). Caco-2 cells were
treated with NaCl (80 mM for 30 min.) in order to activate p38 MAPK.
Phospho-p38 MAPK profile was examined by SDS-PAGE and Western
blotting using anti-phospho- p38 MAPK antibody at various conditions: A.
60% confluence; B. 0 day confluence; C. 10 days post-confluence; D. 21
days post-confluence.

Values are expressed as means * SE for n=4 in each group of

experiments.

*p < 0.05 vs respective controls; **p <0.01 vs respective controls.

Effects of retinoic acid (RA) on the protein expression of CDX2, a caudal-
related homeobox gene encoding an intestine-specific transcription factor in

Caco-2 cells. CDX2 profile was examined by SDS-PAGE and Western



Figure 7

Figure 8
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blotting at various conditions: A. 60% confluence; B. 0 day confluence; C.
10 days post-confluence; D. 21 days post-confluence.

Values represent the mean = SE for n=4 in each group of experiments.

*p < 0.05 vs respective controls; **p <0.01 vs respective controls.

Effects of retinoic acid (RA) and 22-hydroxycholesterol (22-OH) on the
synthesis of apolipoproteins A-I1 and A-IV in Caco-2 cells. These epithelial
cells were incubated with [*°S]-methionine in the presence of unlabeled oleic
acid for 4hours or 24 hours to stimulate the biogenesis of apolipoproteins. At
the end of the labeling period, cells were washed, homogenized, and
centrifuged. Supernatants from the cell homogenates were then reacted with
excess antibodies for 18 h at 4 °C to precipitate specific apolipoproteins.
Immune complexes were washed and analyzed by linear 4-20% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis. After electrophoresis, gels were sliced
and counted for radioactivity. Data represent the means + SEM of four
experiments in each group: A. A-I (4-hr incubation); B. A-I (24-hr
incubation); C. A-IV (4-hr incubation); D. A-IV (24-hr incubation).

*p <0.05 vs controls; **p <0.01 vs controls.

Effects of retinoic acid (RA) and 22-hydroxycholesterol (22-OH) on the
synthesis of apolipoproteins B-48, B-100 and E in Caco-2 cells. These
epithelial cells were incubated with [**S]-methionine in the presence of
unlabeled oleic acid for 4hours or 24 hours to stimulate the biogenesis of
apolipoproteins. At the end of the labeling period, cells were washed,
homogenized, and centrifuged. Supernatants from the cell homogenates
were then reacted with excess antibodies for 18 h at 4 °C to precipitate

specific apolipoproteins. Immune complexes were washed and analyzed by



Figure 9

Figure 10

Figure 11
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linear 4-20% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. After electrophoresis,

gels were sliced and counted for radioactivity. Data represent the
means £+ SEM of four experiments in each group: A. apo B-48 (4-hr
incubation); B. apo B-48 (24-hr incubation); C. apo B-100 (4-hr incubation);
D. apo B-100 (24-hr incubation); E. apo E (4-hr incubation); F. apo E (24-hr
incubation).

Values represent the mean + SE for n=4 in each group of experiments.

*p < 0.05 vs controls; **p <0.01 vs controls.

Effects of retinoic acid (RA) on levels of lipoproteins isolated from the
basolateral media of Caco-2 cells. After the incubation of Caco-2 cells with
['*C]-oleic acid, lipoproteins were separated by ultracentrifugation. CM,
chylomicrons; VLDL, very low density lipoproteins; LDL, low density
lipoproteins; HDL, high density lipoproteins.

Values represent the mean + SE for n=4 in each group of experiments.
Effects of retinoic acid (RA) and 22-hydroxycholesterol (22-OH) on PPAR
gene expression in Caco-2 cells. PCR analysis was performed to analyze
mRNA of A. PPARa (4-hr incubation); B. PPARa (24-hr incubation); C.
PPARP (4-hr incubation); D. PPARP (24-hr incubation) E. PPARY (4-hr
incubation); F. PPARY (24-hr incubation).

Values are means = SEM for 4 separate experiments.

*p < 0.05 vs control; **p <0.01 vs control.

Effects of retinoic acid (RA) and 22-hydroxycholesterol (22-OH) on LXR
gene expression in Caco-2 cells PCR analysis was performed to analyze

mRNA of A. LXRa (4-hr incubation); B. LXRa (24-hr incubation); C.



Figure 12

Figure 13
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LXRp (4-hr incubation); D. LXRp (24-hr incubation) Values

are means + SEM for 4 separate experiments.

*p <0.05 vs control; **p < (.01 vs control.

Effects of retinoic acid (RA) and 22-hydroxycholesterol (22-OH) on RXR
gene expression in Caco-2 cells. PCR analysis was performed to analyze
mRNA of A. RXRa (4-hr incubation); B. RXRa (24-hr incubation); C.
RXRB (4-hr incubation); D. RXRP (24-hr incubation) E. RXRy (4-hr
incubation); F. RXRyy (24-hr incubation).

Values are means + SEM for 4 separate experiments.

*p <0.05 vs control; **p <0.01 vs control.

Effects of retinoic acid (RA) and 22-hydroxycholesterol (22-OH) on RAR
gene expression in Caco-2 cells. PCR analysis was performed to analyze
mRNA of A. RARa (4-hr incubation); B. RARa (24-hr incubation); C.
RARP (4-hr incubation); D. RARP (24-hr incubation) E. RARYy (4-hr
incubation); F. RARYy (24-hr incubation).

Values are means + SEM for 4 separate experiments.

*p <0.05 vs control; **p <0.01 vs control.
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DISCUSSION

L’AR est connu pour ses effets pléitropiques lui donnant I'habileté de
moduler I'expression de nombreux génes. Nous avons effectué des études afin
d'examiner son impact sur les cellules épithéliales intestinales dans le but de
déeterminer ses rdles régulateurs au niveau de la prolifération et de la
différenciation cellulaire, sur le transport des lipides et du statut de certains

facteurs de transcription.

Nos observations indiquent que [I'AR agit comme un facteur de
différenciation a 60% de confluence et a 0 jour post-confluence. Selon nos
données, I'AR (1) diminue l'incorporation de thymidine; (2) module les cyclines D
(des protéines régulatrices du cycle cellulaire) en réduisant I'expression de la
cycline D1 (ce qui arréte la synthese de I'ADN et la prolifération cellulaire) et en
augmentant l'expression de la cycline D3 (induisant ainsi la différenciation
cellulaire); et (3) a tendance a augmenter la p38 MAPK, laquelle stimule le CDX2,
une protéine centrale de la différenciation cellulaire. Malgré sa capacité a diminuer
la prolifération cellulaire, 'AR est incapable de favoriser I'expression du géne de
'apo A-l au niveau intestinal, la synthése protéique de I'apo A-l et la production
des HDL. De plus, 'AR n’a pas d'effets sur I'estérification des TG, CE et PL, la
production des CM, des VLDL et des LDL, et la biogenése des apo A-1V, B-48, B-
100 et E. Aussi, 'AR augmente l'expression des PPARB, RARB et RARy sans
altérer I'expression de PPARa, PPARy, LXRa, LXRB, RXRa, RXRB, et RXRy.
Finalement, lorsqu’il est combiné avec le 22-OH, I'AR peut induire une
augmentation de I'expression de I'apo A-l sans un impact majeur sur sa protéine.

En tenant compte de nos travaux sur les cellules Caco-2, 'AR diminue la
prolifération cellulaire et augmente la différenciation cellulaire en pré-confluence et
a confluence. De nombreuses études in vivo et in vitro dans une variété de
modeéles expérimentaux ont également observé un rdle clé de AR dans le
développement embryogénique, la prévention et le traitement de tumeurs,

traduisant ainsi son implication dans la modulation de la prolifération et de la
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différenciation cellulaire®?*°. Nos résultats sont en accord avec plusieurs rapports
suggérant que I'AR est plus actif dans l'inhibition de la prolifération et I'induction de
la différenciation dans des modéles cellulaires indifférenciés tels que « murine F9
teratocarcinoma cells, promiolocytic HL-60 cells, L-6 melanoma cells,
neuroblastoma and embryonal stem cells P19 » *2%8_Cependant, dans d’autres
modéles, comme les kératinocytes®’®, les cellules embryonnales pulmonaires®®, et

t240

les hépatocytes de poulet®™, 'AR favorise la prolifération. La différenciation

cellulaire est arrétée par 'AR dans les chondrocytes, les ostéocytes et les

adipocytes®®. L’

ensemble de ces observations sur les effets opposés de I'AR
peuvent s’expliquer par I'existence de plusieurs types de récepteurs nucléaires de

I'’AR régulés de fagon tissu-spécifiques.

Dans les cellules eucaryotes en prolifération, la progression de la phase G1
a la phase S du cycle cellulaire est contrélée par I'expression de génes impliqués
dans le contréle du cycle cellulaire. Ceux-ci incluent les cyclines de type D,
lesquelles regroupent les cyclines D1, D2 et D3. La fonction régulatrice des
cyclines D est influencée par leurs interactions avec les Cdk (cyclin-dependent
kinases) 2, 4 et 6 2*°. Une expression anormale ou inopportune de ces cyclines a
le potentiel de dérégler le cycle cellulaire, et c’est pourquoi elles sont considérées
comme des génes impliqués dans la promotion de la prolifération ou en tant
qu'oncogénes®'. Ainsi, la surexpression des cyclines de type D a été
fréquemment rapportée dans une large varitété de tumeurs®*?2*°, Toutefois, ce ne
sont pas toutes les cyclines D qui sont surexprimées dans la méme tumeur et elles

sont associées différemment & un mauvais prognostic®*® 247,

Dans notre étude, l'incubation des Caco-2 avec I'AR a diminué la cycline D1
et a augmenté la cycline D3, résultant en un ratio significativement plus élevé a
60% confluence et 0 jour post-confluence. Ces données sont en accord avec les
observations suggeérant que la surexpression de la cycline D1, mais non la cycline
D3, est liée a la carcinogenése®®. Actuellement, les mécanismes impliqués dans
laugmentation de la cycline D3 et la diminution de la cycline D1 ne sont pas

clairement définis.
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La PI3K fait partie d’'une famille d’enzymes impliqués dans la signalisation
intracellulaire et formant des hétérodimeres. Elle est composée d’'une sous-unité
régulatrice de 85 kDa (p85 a or B) contenant les domaines SH2 et SH3 et une
sous-unité catalytique de 110 kDa (p110 a or B)**® #*° qui phosphoryle I'hydroxyl
D3 sur linositol de la phosphatidylinositol. La PI3K est impliquée dans la régulation
de processus cellulaires normaux comme la croissance cellulaire, trafic vésiculaire,

la régulation du glucose via l'insuline et 'apoptose.

Récemment, la PIBK a été définie comme un régulateur important de la
différenciation de certains types cellulaires, incluant la différenciation myogénique,
intestinale et adipocytaire®'. Cependant, la PI3K peut aussi avoir un effet négatif
sur la différenciation cellulaire®®* 2. Dans notre étude, la PI3K n'a pas été
influencée par 'AR a 60% confluence et 0 jour post-confluence. D’un autre c6té, la
p38 MAPK est augmentée par I'AR, ce qui est en accord avec son important rble
dans le processus de différenciation cellulaire®'. De fagon cohérente avec le fait
que le CDX2 a une fonction cruciale dans le réseau de différenciation cellulaire
|81

épithélial®’, nous avons observé son augmentation par 'AR dans les cellules Caco-

2 a 60% de confluence.

Présentement, les effets physiologiques de I'AR sur I'expression de I'apo A-I
sont mal compris et résultent en des données complexes et contradictoires
provenant d’études in vivo et in vitro. Au niveau du foie, ou la majorité des études
ont éte effectuees, les rétinoides diminuent I'expression du géne de I'apo A-l chez
le rat*®* ?° mais en augmente I'expression dans les cellules HepG2 et les
hépatocytes primaires en culture®®® ?*®, D’autres investigations ont démontré que
les rétinoides n’ont aucun effet sur la quantité de ’ARNm hépatique de I'apo A-12'2,
De facon similaire, des chercheurs ont observé que les rétinoides ont (i) un effet
stimulant ou inhibiteur éphémére sur la transcription du géne de lapo A-l
intestinal ; et (ii) une absence de corrélation entre les taux d’ARNm intestinal de
Papo A-l et la sécrétion de l'apo A-l 2'% 26 257 Nyl doute que des études
additionnelles sont requises afin de définir 'impact des rétinoides sur la synthése
de lapo A-l et sa sécrétion au niveau intestinal. D’autres recherches sont

également nécessaire pour évaluer si les rétinoides jouent un rdle dans la
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formation des HDL compte tenu de leurs effets bénéfiques contre les maladies
cardiovasculaires. Actuellement, aucune donnée n’est disponible concernant
'impact des rétinoides dans la production des HDL ou l'assemblage des autres
types de lipoprotéines dans des tissus intestinaux humains. Ceci est
particulierement pertinent considérant les effets de l'acide rétinoique observés
dans les études cliniques. Chez lhumain, [administration de rétinoides
synthétiques, d'isotrétinoine et étrétinate, dans le cadre de traitements
dermatologiques entraine une diminution des concentrations de HDL
accompagnée d'une augmentation significative des triglycérides, du cholestérol
total et des LDL-cholestérol®®?%, Toutefois, il semble qu’une thérapie prolongée
avec lisotrétinoine ne présente qu'un faible risque d’induire une hyperlipidémie ou

des effets négatifs sur les HDL?%'254

comparativement a des patients traités avec
un placebo. Toutes ces observations traduisent l'importance d'investigations
supplémentaires, lesquelles pourraient apporter une crédibilité solide a I'utilisation
des rétinoides pour la régulation de l'apo A-l et des HDL. Compte tenu de nos
données, nous postulons que les isoméres de I'AR n’influencent pas les niveaux

intestinaux de I'apo A-l par la stimulation de son expression génique et protéique.

Les rétinoides exercent leurs activités biologiques et pharmacologiques
majoritairement en modulant la transcription de genes spécifiques. Les rétinoides
sont des ligands pour des facteurs de transcription spécifiques appartenant a la

famille des récepteurs nucléaires®’".

Deux classes distinctes de récepteurs ont été identifies: les RAR et les
RXR, lesquels sont composés de trois sous-types différents: (i) RAR-a, RAR-B et
RAR-y lesquels lient 'AR All-trans avec une forte affinité ; et (i) RXR-a, RXR-p
and RXR-y lesquels lient 'AR 9-cis avec une forte affinité et 'AR All-trans avec une
faible affinité®'> 26268 Ces récepteurs lient les sites de 'ADN connus comme des
élements réponse de I'AR, dans la région promotrice de génes, activant ou
inhibant ainsi leur transcription®®. Tel que rapporté précédemment?'® 217 269
I'élément réponse de 'AR (RARE) est présent sur la région régulatrice du géne de

Fapo A-1, ce qui suggere que les niveaux plasmatiques des HDL et de I'apo A-l
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pourraient étre contrélés par les rétinoides. La région RARE du promoteur de I'apo
A-l humain se lie a la fois a 'homodiméres RXR-RXR et a I'hétérodimére RAR-
RXR, et est essentielle & I'activité du promoteur de I'apo A-I*'*2'®, Nos résultats
proposent que FAR augmente les isoformes de RAR (a, B, y) suite a une
incubation de 6 ou 24 heures. Cependant, I'AR ne stimule les RXR a et  qu'aprés
24 heures d’incubation. Les LXR sont demeurés insensibles et le PPAR B a
augmenté de facon significative. Malgré une activation et possiblement une
hétérodimérisation de RAR et RXR, 'AR n’a pas un impact majeur sur TARNm de
'apo A-l et sa protéine. Ces observations démontrent la complexité de la

régulation de 'apo A-l.

En résumé, nos travaux permettent d'établir le role de I'AR dans la
différenciation cellulaire. Toutefois, il ne serait pas impliqué dans la régulation de la
production de I'apo A-l et des HDL au niveau intestinal. Des études sont encore
nécessaires pour définir les raisons expliquant la résistance du géne de I'apo A-l a
répondre positivement au stimulus de 'AR malgré les boites régulatrices RAR et

RXR sur son promoteur.
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