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SOMMAIRE N
L’athérosclérose est une complication majeure du diabéte de type 2. La pathogenése de
cette complication demeure obscure mais implique la production, dans la paroi
vasculaire, d’un facteur proathérogénique, la lipoprotéine lipase macrophagique. 1 est
démontré que les macrophages isolés de patients diabétiques de type 2 surproduisent la
lipoprotéine lipase. Différentes anomalies métaboliques ou hormonales présentes dans le
diabéte de type 2 jouent un réle majeur dans la surexpression de cette enzyme. Des
niveaux élevés d’acides gras plasmatiques sont observés chez ces patients. Cette
anomalie du métabolisme lipidique pourrait contribuer a "augmentation de la production
de la lipoprotéine lipase macrophagique chez les patients diabétiques de type 2. L’effet de
divers acides gras dans le développement de I’athérosclérose a fait I’objet de plusieurs
¢tudes démontrant un réle proathérogénique des acides gras saturés et antiathérogénique
des acides gras n-3 et monoinsaturés. Nous avons examiné la régulation de la lipoprotéine
lipase macrophagique par les acides gras.

Nos résultats mettent en évidence que 1) les acides palmitique et stéarique
induisent I’expression et Pactivité de ’enzyme par un effet transcriptionnel dépendant
des facteurs de transcription PPARa 2) I’acide linoléique augmente la production et
I"activité¢ de la lipoprotéine lipase par un effet transcriptionnel dont le mécanisme
d’action pourrait faire intervenir le protooncogeéne c-fos 3) I’acide arachidonique, malgré
une inhibition marquée de la transcription de la lipoprotéine lipase, augmente la
production et I’activité de I’enzyme par un mécanisme traductionnel 4) 'acide oléique

n’affecte pas I’expression ou I’activité de I’enzyme 5) I’acide eicosapentaenoique inhibe



v
la transcription de la LPL et diminue I’activité et la production de I’enzyme lorsque les
macrophages sont incubés pendant une période prolongée en présence de cet acide gras.

En conclusion, nous avons démontré que les acides gras exercent des effets
individuels distincts sur la production et [Iactivité de la  lipoprotéine lipase
macrophagique. La modulation de la lipoprotéine lipase macrophagique par les acides
gras constitue un nouveau mécanisme par lequel ces facteurs pourraient exercer leurs
effets anti- ou pro-athérogéniques. Une meilleure connaissance de la régulation de la
lipoproteine lipase macrophagique devrait permettre de développer de nouvelles
stratégies nutritionnelles ou pharmacologiques afin de contrer le développement de

I’athérosclérose.
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L. INTRODUCTION



Introduction
I.1 La lipoprotéine lipase
I.1.1 Généralités

La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme impliquée dans le métabolisme des
lipoprotéines. Elle a été mise en évidence dans de nombreuses cellules mais ses plus
hauts niveaux d’expression se retrouvent dans le tissu adipeux, le muscle cardiaque et les
glandes mammaires lors de la lactation (Etienne, 1984). La LPL est aussi exprimée, mais
a des niveaux moindres, dans les ovaires, les glandes surrénales, les testicules, les
poumons, les reins, I’hippocampe, le foie et les macrophages. Aprés sa synthése, la LPL
est transportée vers les capillaires, ou elle se lie a la partie externe de la rﬁembrane des
cellules endothéliales. C’est & ce niveau, qu’elle hydrolysera les lipoprotéines
plasmatiques riches en triglycérides (Foubert et coll., 1996).

Bien que le role majeur de la LPL soit d’hydrolyser les lipoprotéines, la finalité de
son action varie selon les tissus. Ainsi, I’enzyme permet la production de lait par la
glande mammaire, la mise en réserve de graisse dans le tissu adipeux, la production
d’énergie pour le muscle, la synthése de surfactant dans les cellules pulmonaires et
assure enfin la thermogenése dans le tissu adipeux brun (Varizi et coll., 1999; Mellish et
coll., 1999; van Bennekum et coll., 1999; Chen et coll., 1998; Cole et coll., 1995; Eckel,
1989).

La LPL est une glycoprotéine appartenant & la famille des sérine-estérases. Elle
est constituée de 448 acides aminés et a un poids moléculaire de 51 kD (58 kD aprés
glycosylation). Elle est active sous forme homodimérique non covalente (Wang et coll.,

1992).



Zilversmit a émis en 1973 I’hypothése que les produits lipolytiques dérivés du
catabolisme des lipoprotéines par la LPL puissent étre facilement captés par la paroi
artérielle et soient donc potentiellement athérogénes. Cette hypothése a été appuy€e par
les travaux de Stein et coll. (1994; 1993) démontrant que la LPL facilitait la captation
cellulaire des lipoprotéines de faible densité (LDL).

Les travaux menés ces derniéres années ont permis une connaissance approfondie
de la relation structure-fonction de la LPL. Ainsi, il est maintenant bien connu que la LPL
posseéde, outre ses fonctions enzymatiques, des propriétés structurales. Ces données
soulignent le caractére multifonctionnel de cette protéine placée au centre des voies du

métabolisme lipidique et de I’athérosclérose.

I.1.1.1 Propriétés enzymatiques de la LPL

La LPL est une enzyme primordiale & I’hydrolyse des triglycérides qui constituent
Pessentiel du contenu lipidique des chylomicrons et des lipoprotéines de trés faible
densité¢ (VLDL). Une fois synthétisée, elle est transportée a la surface des capillaires
sanguins ou elle se fixe aux héparan sulfates protéoglycans de 1’endothélium.
L’hydrolyse des lipoprotéines riches en triglycérides par la LPL permet la libération
d’acides gras (AG) qui seront pour leur grande majorité utilisés par les tissus
periphériques comme substrats énergétiques ou seront stockés & I’intérieur des adipocytes
sous forme de triglycérides. Une faible partie des AG circulants se retrouvera fixée a
’albumine. L’appauvrissement des lipoprotéines en triglycérides consécutive a
’hydrolyse de ces particules par la LPL, induit un enrichissement des VLDL et des

chylomicrons en cholestérol ayant pour effet de stimuler les mécanismes de transfert de



lipides et d’échange d’apoprotéines vers les lipoprotéines de haute densité (HDL) et de

favoriser le catabolisme des LDL (Santamarina-Fojo, 1992).

1.1.1.2 Propriétés structurales de la LPL

Indépendamment de son action catalytique, la LPL agit, en se liant aux
protéoglycans exprimés a la surface des cellules, comme un ligand favorisant la captation
et la dégradation des lipoprotéines (Williams et coll.,, 1992; Eisenberg et coll., 1992;
Mulder et coll., 1993; Chappell et coll., 1993). L’effet de la LPL sur la captation des
lipoprotéines nécessite qu’elle se lie simultanément aux héparans sulfates protéoglycans,
aux lipoprotéines et & ses récepteurs (Goldberg, 1996). Les récepteurs cellulaires liant la
LPL incluent tous les membres de la famille des récepteurs des LDL, c’est-a-dire, le
récepteur des LDL, la protéine reliée au récepteur LDL (LRP), le récepteur Gp330 et le
récepteur des VLDL (Chappell et Medh, 1998; Hendriks et coll., 1996). Cette fonction de
pont jouée par la LPL a été largement documentée (Rumsey et coll., 1992; Mulder et
coll., 1992; Beisiegel et coll., 1991) et récemment Merckel et coll., (1998) ont démontré
que la LPL inactive était capable, en se liant aux protéoglycans, d’induire la captation des
VLDL par les muscles. La LPL pourrait aussi former un pont entre les héparan sulfates
exprimés & la surface de I’endothélium et ceux exprimés a la surface des monocytes et
jouer ainsi le rle d’une molécule d’adhésion (Mamputu et coll., 1997).

L’état d’oxydation des lipoprotéines influence ’effet de la LPL sur leur captation
cellulaire, les LDL et les VLDL oxydées ayant plus d’affinité pour les héparans sulfates
et la LPL exprimés a4 la surface des macrophages et des cellules endothéliales

(Makoveichuk et coll., 1998; Auerbach et coll., 1996). De plus, la LPL stimule la liaison



des LDL oxydées aux macrophages et leur captation subséquente (Hendriks et coll.,

1996).

I.1.2 Organisation du géne

Le géne de la LPL est localisé sur le bras court du chromosome 8 (8p22). L’acide
désoxyribonucléique (ADN) complémentaire qui code pour la protéine mature de 448
acides aminés a été cloné et séquencé. Le géne de la LPL s’étend sur une longueur
d’environ 30 kilobases et comporte 10 exons et 9 introns (fig. 1). Les exons 1 a4 9 codent
pour la protéine mature et sont trés bien conservés entre les espéces. Ainsi une homologie
de I'ordre de 80% est observée entre ’ADN complémentaire de diverse;s espéces de
mammiferes. Le premier et le dixiéme exon codent respectivement pour les régions 5° et
3°. Le premier exon code aussi pour les deux premiers acides aminés de la protéine
mature. La derniére base du codon “stop” est codée par le trés long exon 10 comprenant
1948 nucléotides.

La région 5° du gene, le promoteur, comporte divers sites d’interaction avec des
facteurs tissulaires et nucléaires, des sites sensibles & 1’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) et des séquences sensibles aux glucocorticoides et aux hormones
thyroidiennes (Deeb et coll., 1989; Olivecrona et coll., 1987; Wion et coll.,1987).

Pres de soixante mutations du géne de la LPL ont été rapportées et décrites. Les
mutations identifiées incluent des mutations introniques responsables d’un défaut
d’épissage, des mutations ponctuelles, des insertions ou des délétions, des duplications et
des mutations faux-sens. (Santamarina-Fojo, 1992; 1994; Lalouel et coll., 1992; Hayden

et coll., 1991). Une mutation particuli¢rement fréquente du géne de la LPL consiste en la



substitution d’une glycine par un acide glutamique en position 188. Cette mutation induit
la synthése d’une molécule de LPL inactive. Une autre mutation en position 176,
responsable de la substitution d’une alanine par une thréonine, entraine un défaut de
liaison de la LPL & I’héparine (Santamarina-Fojo et coll., 1994).

I existe une fréquence extrémement élevée de mutations du géne de la LPL chez
les canadiens-frangais du Québec. Les mutations du géne de la LPL aux positions
Gly188-Glu, Pro207-Leu, Asp250-Asn et Asn 291-Ser sont communes et constituem pres
de 97% des mutations retrouvées dans la déficience homozygote en LPL ou
hyperchylomicronémie familiale (Ma et coll., 1994). Malgré le caractére récessif de
I’hyperchylomicronémie familiale, la déficience hétérozygote en LPL existe et est
associée a une fréquence accrue de dyslipoprotéinémie modérée au profil lipidique

athérogene (Babirak et coll., 1992; 1989; Wilson et coll., 1996).

L.1.3 Structure et domaines fonctionnels de la LPL

La LPL appartient 4 la famille des lipases dont les génes sont homologues et
hautement conservés (Sparkes et coll., 1987, Deeb et coll., 1989, Kirchgessner et coll.,
1989). Elle est constituée d’un long domaine N-terminal (acides aminées 1 a 3 12) et d’un
domaine C-terminal plus petit (acides aminés 313 a 448). La partie N-terminale inclue
plusieurs sites d’interaction dont le peptide signal, les sites de glycosylation, la triade
catalytique et le site de liaison aux héparans sulfates et 4 I’apo CII (Deeb et coll., 1989;
Olivecrona et coll., 1987; Wion et coll.,1987). Le domaine C-terminal semble jouer un
role dans D’interaction initiale et la spécificité de liaison avec le substrat (Wong et

coll.,1994).
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Figure 1. Représentation schématique du géne et des relations structure-fonctions
de la LPL. (adapté de Kirchgessner et coll.,1989 et de Deeb et coll., 1989).
I.1.4 Mécanismes de régulation de la LPL

La régulation de la synthése et de I’activité de la LPL est spécifique a une cellule
et a un tissu donné et peut varier dans un méme tissu au cours du développement (Singh-
Bist et coll., 1994). La régulation de la LPL implique des mécanismes transcriptionmnels et

post-transcriptionnels.

L.1.4.1 Régulation transcriptionnelle de la LPL.

Il existe peu de données sur les mécanismes de régulation transcriptionnelle
spécifiques 4 la LPL macrophagique. Toutefois, de nombreuses données existent quant a
la régulation transcriptionnelle de la LPL adipocytaire. Ainsi, il a été démontré que la
régulation transcriptionnelle de I’enzyme est régie par différents éléments cis localisés au
niveau de la région 5° du géne de la LPL qui en interagissant avec divers facteurs
nucléaires, tissulaires, métaboliques ou hormonaux modulent la transcription du géne de

la LPL. L’octamére-1 (Oct-1) est une séquence retrouvée dans le promoteur de la LPL



qui serait responsable de la régulation transcriptionnelle de 1’enzyme par différents agents
tels la lipopolysaccharide (LPS) (Enerbick, i993). A ce propos, il a été proposé que la
LPS puisse réguler I’expression génique de la LPL macrophagique en activant certaines
protéines nucléaires susceptibles de reconnaitre et de se lier a la séquence Oct-1 (Hill et
coll., 1995). Parmi les autres éléments cis présents dans le promoteur du géne de la LPL,
il existe I’élément récepteur aux glucocorticoides (GRE), I’élément spécifique aux lipides
2 (FSE 2), I’élément répondant a la thyroide (TRE), les protéines activatrices 1 et 2 (AP1,
AP2), la protéine stimulatrice 1 (Spl), I’élément répondant & I’AMPc (CRE) et
finalement le “peroxisome proliferator responsive element” (PPRE) (Schoonjans et coll.,
1997).

Les “peroxisome proliferator activated receptors” (PPARs) sont les facteurs de
transcription les plus récemment impliqués dans la régulation transcriptionnelle de la
LPL. Iis se lient a la séquence consensus PPRE présente dans le promoteur de plusieurs
genes impliqués dans le métabolisme lipidique, dont celui de la LPL. Les PPARs

appartiennent & la superfamille des récepteurs stéroidiens. Il existe trois isoformes de

PPAR: a., B ety qui sont ligands et tissus spécifiques (Tableau 1).



Tableau I. Spécificité tissulaire de I’expression des isoformes de PPARs, leurs ligands
et leurs principaux roles.

PPARs Tissus Ligands Raéles
PPARa - | Tractus intestinal, Fibrates, acides gras, 1.Dégradation des acides gras
foie, coeur, muscle, | leucotriéne By 2.Equilibre énergétique
tissu adipeux brun, 3.Métabolisme des HDL et des TG
macrophage 4.Réponse inflammatoire
PPARp | Majorité des tissus Peu de recherches 1.Modulateur de PPAR alpha et gamma
concluantes
PPARy Tissu adipeux, Acides gras, 1.Différenciation des adipocytes
macrophage prostaglandine J,, 2.Homéostase du glucose
troglitazone 3.Régulation de I’activation

macrophagique

PPARa est exprimé préférentiellement dans les tissus présentant une activité

catabolique élevée envers les AG comme le foie, le tractus intestinal, le coeur, les

muscles, le rein, le tissu adipeux brun et le systtme immunitaire. 11 est impliqué dans la

régulation de plusieurs processus dont la B-oxydation des AG, 1’équilibre énergétique, le

métabolisme des HDL et des lipoprotéines riches en triglycérides et dans la réponse

inflammatoire. Forman et coll. (1997) ont démontré que les eicosanoides, les AG incluant

les acides linoleique, oleique, palmitique et stéarique et les médicaments hypolipémiants

sont de puissants activateurs de PPARa et des ligands spécifiques de ce facteur nucléaire.

PPARP est exprimé de fagon ubiquitaire par de nombreux tissus. Actuellement,

on ne lui décerne aucune fonction spécifique comparativement aux autres PPARs.

Cependant, son expression simultanée dans plusieurs tissus pourrait lui permettre de

moduler P’activité et le niveau d’expression de PPARa et y (Schoonjans et coll., 1997).
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PPARYy est exprimé essentiellement dans le tissu adipeux (Rocchi et Auwerx,
1999). Ces ligands spécifiques incluent les AG tels les acides alpha-linolénique,
arachidonique, eicosapentaenoique, docohexapentaenoique, la prostaglandine J, et le
troglitazone. Il est un régulateur important de la différenciation adipocytaire et son
activation induit 1’adipogenése. Il semble également jouer un rdle dans I’homéostase du
glucose (Sartippour et coll., 2000). Outre son rdle dans le contrle du métabolisme
lipidique et glucidique, PPARY semble exercer un role dans la régulation de la réponse
inflammatoire. Il a en effet été démontré que I’expression de PPARy macrophagique était
induite par divers agents tels les LDL oxydées, le “granulocyte/macrophage colony-
stimulating factor” (GM-CSF) et le “macrophage colony-stimulating factor” (M-CSF).
L’activation de ce facteur nucléaire induit la différenciation des monocytes en
macrophages, stimule la captation macrophagique des LDL oxydées et induit I’apoptose
des macrophages humains (Rocchi et Auwerx, 1999). En contre partie, les agonistes de
PPARy semblent diminuer I’activation macrophagique en limitant I’expression de
certaines cytokines, de la “nitric oxide synthase” inductible (iNOS), de la gelatinase B et
du récepteur “scavenger” A (Glass et coll., 1998). Ces effets seraient médiés par une
action inhibitrice de PPARy sur les facteurs de transcription AP-1 et le facteur nucléaire
kappa B (NF-kB). Ces observations suggerent un role complexe de PPARy dans la
réponse inflammatoire et le processus athéromateux.

Une fois activés par leurs ligands, les PPARs forment un hétérodimére avec le
récepteur de I’acide rétinoique (RXR), un facteur de transcription ayant pour ligand

I"acide rétinoique (fig. 2) (Keller et coll.,1993).
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Actuellement plusieurs études mettent en évidence la régulation de la LPL par les
PPARs en réponse a différents stimuli tels que les fibrates (Auwerx et coll., 1996), les

AG (Auwerx et coll., 1996) et le glucose (Sartippour et coll., 2000).

9cRA : 9-cis acide rétinoique

FA:  acides gras

LTBH : leucotriéne B, PRI g

PG J2 : prostaglandine J, iy T

PPAR : «peroxisome proliferator
activated recepteurn

PPRE : «peroxisome proliferator
response element»

RA:  acide rétinoique Fibrates
RXR: récepteur de I'acide
rétinoique

TXN : transcription.

Thiazolidinediones

YVYy
v vV' Thiazolidinediones

Metabolic
perturbation

Nucleus
RA

TXN

e

Figure 2. Représentation schématique de ’activation de la transcription génique par
formation de I’hétérodimére PPAR:RXR.

1.1.4.2 Régulation post-transcriptionnelle
1.1.4.2.1 La stabilité de ’ARN messager et la traduction

Il a été suggéré que la stabilité de I’acide ribonucléique messager (ARNm) de la
LPL puisse étre du a la richesse en adénosine et en tyrosine de ’exon 10 (Brault et coll.,

1992). La demi-vie de ’ARNm de la LPL est de douze heures (Stray et coll.,1990) et
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peut étre modifiée par différents agents. Ainsi, il a été démontré que les catécholamines
(Ranganathan et coll., 1997), la LPS (White et coll., 1988) et I’interféron vy (INF-y)
(Jonasson et coll., 1990) régulent la traduction de la LPL en activant des protéines de
liaison frans se liant a la région 3’ non traduite (3° UTR) de ’ARNm. 1l a été postulé que
la protéine kinase C (PKC), en phosphorylant ces protéines, puisse intervenir dans la

traduction de la LPL (Ranganathan et coll.,1997).

L.1.4.2.2 Glycosylation

La glycosylation est indispensable a la maturation et a la sécrétion de la LPL
active. La LPL humaine posséde trois sites de glycosylation: Asn-43, Asn-259 et Asn-
359 (Semb et Olivecrona, 1989). Toutefois, seul le site Asn-43 est important pour la
sécrétion et I'activité de la LPL (Ben-Zeev et coll., 1994). Le processus de glycosylation
se fait en plusieurs étapes. Il débute dans le réticulum endoplasmique pour ensuite se
poursuivre dans les différents compartiments de I’appareil de Golgi (Braun et coll.,
1992). Dans chacun des compartiments, différentes enzymes clivent ou ajoutent a la
protéine des résidus de glucose, de mannose, d’acide galacturonique, de galactose et

d’acide sialique conduisant & la formation de chaines d’oligosaccharides complexes.

I.1.4.2.3 Sécrétion et liaison de la LPL aux protéoglycans

I existe deux mécanismes de sécrétion de la LPL: un mécanisme constitutif et un
mécanisme régulé. Le mécanisme constitutif réfere au processus par lequel les protéines
sont sccrétées au fur et & mesure qu’elles sont synthétisées, sans accumulation

intracellulaire. Le mécanisme régulé est le processus par lequel les protéines
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nouvellement synthétisées sont emmagasinées dans des vésicules jusqu’a ce qu’un
stimulus particulier survienne et induise leur sécrétion. L’héparine induirait ’exocytose
de la LPL a partir de ces vésicules (Pradines-Figueres et coll., 1990).

Une interaction LPL-membrane plasmique cellulaire a été proposée des 1963 par
Robinson (Robinson et coll., 1963). Cette hypothése a été confirmée depuis lors par
plusieurs équipes de recherche (Enerbiéck et coll.,1993; Braun et coll.,1992; Santamarina-
Fojo et coll., 1994; Ma et coll., 1994). Aprés sa sécrétion, la LPL se fixe par une liaison
ionique non spécifique aux héparans sulfates protéoglycans (HSPG) exprimés a la surface
des cellules. Cette interaction aurait pour effet d’augmenter I’activité de 1’enzyme
(Camps et coll., 1990) et de faciliter son interaction avec les lipoprotéines circulantes
(Mann et coll., 1999). Une fois liée aux HSPG, la LPL peut étre relachée ou internalisée
dans la cellule ou elle sera soit dégradée, soit recyclée a la surface de la cellule (Saxena et
coll., 1990).

I existe au niveau de la LPL une région homologue au domaine de la famille des
protéines liant les AG (Langlois et coll., 1989). Cette région est adjacente a la région de
la LPL liant I’héparine. Il a été suggére que les AG et I’héparine puissent réguler la
libération de la LPL de 1’endothélium vasculaire par déplacement compétitif (Enerbick et
coll., 1993; Edwards et coll., 1994). Saxena et Goldberg (1990) ont démontré que les AG
libres favorisent la reldche de la LPL liée a I’endothélium vasculaire. Ce mécanisme
permetirait de prévenir une surcharge d’AG dans la cellule dans des conditions de
lipolyse accrue (Saxena et coll., 1989). La présence de quatre a six sites de liaison (selon
’acide gras) des AG sur la molécule de LPL a été bien documentée (Edwards et coll.,

1994).
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1.1.4.2.4 Interaction avec I’apo CII

Il a été démontré que la LPL nécessite, pour son activité maximale, la présence de
son cofacteur, 1’apolipoprotéine CII (apo CII). L’apo CII est retrouvée au niveau des
VLDL, des chylomicrons et des HDL (Fremont et coll., 1987). Le site de liaison de I’apo
CII est localisé dans le domaine N-terminal de la molécule de LPL. La région C-
terminale de ’apo CII (acides aminés 55 a 74) semble responsable de 1’activation de la
LPL (Smith et coll, 1980). Il a été suggéré que I’interaction apoCII-LPL puisse
provoquer un changement de conformation dans la structure de 1’enzyme facilitant

I"association du site catalytique de la LPL avec son substrat lipidique.

L.1.5 Régulateurs physiologiques de Ia LPL

La régulation de la LPL par différents agents a fait 1’objet de plusieurs
investigations au cours des derniéres décennies. Malheureusement, les résultats obtenus
sont souvent incomplets ou méme contradictoires en raison des différentes approches
expérimentales utilisées ou du type cellulaire examiné. En effet, il est clairement
démontré que la régulation de la sécrétion de la LPL est spécifique pour un tissu et une
cellule donnée et differe en particulier considérablement entre I’adipocyte, la cellule
musculaire et le macrophage (Mead et coll., 1999).

La production de LPL par le macrophage est stimulée par divers facteurs dont les
agents induisant la différenciation cellulaire (Goldman et coll., 1990), le facteur de
croissance dérivé des plaquettes (Renier et coll., 1996; Inaba et coll., 1995) et diverses

cytokines (Querfeld et coll., 1990; Auwerx et coll., 1989; Jonasson et coll., 1990). Une
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augmentation de synthése de la LPL est aussi observée suite a Dincubation de
macrophages humains en présence de VLDL (Ishibashi et coll., 1989), ou suite a la
captation de lipoprotéines modifiées par le récepteur “scavenger” (Murata et coll., 1988).
La sécrétion de la LPL par le macrophage est finalement influencée par le stade
d’activation de la cellule. En effet, les macrophages inflammatoires produisent davantage
de LPL que les cellules résidentes (Behr et coll., 1986). La section suivante révise en

détail I’effet de différents agents sur la régulation de la LPL macrophagique.

I.1.5.1 Régulateurs nutritionnels

Il n’existe pas a I’heure actuelle de données sur les effets de 1’état de jelne et de
I’état post-prandial sur la régulation de la LPL macrophagique. Par contre, on connait
bien leurs effets sur la production de la LPL adipocytaire et cardio-myocytaire
(Olivecrona et coll., 1993; Oliver et coll., 1993). En période post-prandiale, 1’activité de
laLPL augmente de maniére marquée dans le tissu adipeux alors qu’elle diminue dans le
muscle cardiaque. Au cours du jefine I’effet inverse se produit. La régulation de la LPL
par les états post-prandial et de jeline semblent impliquer des mécanismes post-
transcriptionnels puisqu’ils affectent peu les niveaux d’ARNm et les taux de synthése de
la LPL (Semb et Olivecrona, 1986;1989).

Le glucose est un facteur nutritionnel modulant I’expression de la LPL
macrophagique. En effet, Sartippour et coll. (1998) ont démontré que les macrophages
cultivés en présence de concentrations élevées de glucose, surproduisent la LPL. La

régulation génique de la LPL macrophagique par le glucose s’exercerait au niveau
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transcriptionnel et impliquerait ’activation de la PKC et du protooncogene c-fos
(Sartipppour et coll., 1998).

Les AG, des lsubstrats énergetiques potentiellement importants pour le
macrophage (Yin et coll., 1997; Newsholme et coll., 1987), ont été proposés comme
régulateurs de la LPL macrophagique (Renier et coll., 1993). En effet, ces auteurs ont
rapporté que les AG polyinsaturés de type oméga-3 diminuaient I’expression et la
production de la LPL par les macrophages murins. De plus, ces mémes auteurs ont
démontré que la composition en lipides de la ditte affectait la LPL. Les mécanismes
responsables de I’inhibition de la LPL par les AG oméga-3 restent inconnus.

A ce jour, il n’existe pas d’autres études concernant la régulation de la LPL
macrophagique par les AG. Par contre, leurs effets sur la régulation de la LPL
adipocytaire et plasmatique ont été largement documentés. En effet, il a été démontré que
les AG a longue chaine (14 carbones et plus) diminuaient D’activité de la LPL
adipocytaire (Amri et coll., 1996) et 1’activité de la LPL plasmatique (Bengtsson et
coll.,1980). Cette inhibition de I’enzyme par les AG a I’avantage de constituer un
mécanisme de rétro-contrdle empéchant les produits hydrolytiques des triglycérides
d’étre produits plus rapidement qu’ils ne sont utilisés par les tissus.

Les AG affectant peu les niveaux d’ARNm et les niveaux de synthése de la LPL,
la régulation de I’activité par ces facteurs nutritionnels semble impliquer des mécanismes
post-transcriptionnels.

Les AG polyinsaturés oméga-3 semblent aussi jouer un role important dans la
régulation de la LPL adipocytaire et plasmatique. En effet, Luo (1998), et Zampelas

(1994) ont démontré qu’une supplémentation de la diéte en AG n-3 chez des sujets sains
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augmeniajent I’ARNm de la LPL adipocytaire et I’activité de la LPL plasmatique avec
pour conséquence une diminution des concentrations de triglycérides plasmatiques

(Murphy MC et coll., 1999).

I.1.5.2 Les régulateurs hormonaux

La régulation hormonale de la LPL macrophagique a fait I’objet de quelques
¢tudes utilisant différents agents en particulier, la dexaméthasone, I’insuline, le facteur de
croissance ressemblant a ’insuline-1 (IGF -1), la thyroxine, I’hormone de croissance, la
prolactine et récemment les oestrogénes.

La régulation de la LPL macrophagique par les glucocorticoides a été
particuliérement bien étudiée. Il a été démontré que la dexaméthasone inhibait chez la
souris I’activité enzymatique de la LPL (Behr et coll., 1986; Goldman et coll., 1990) mais
induisait 1’activation transcriptionnelle (via les récepteurs aux glucocorticoides) et
lactivité enzymatique de la LPL monocytaire et macrophagique humaine. Cette effet
s’accroitrait avec le stade de différenciation des macrophages et ’expression des
récepteurs aux glucocorticoides, ces derniers augmentant au cours de la maturation de ces
cellules (Domin, 1991).

Contrairement 4 leur effet stimulant sur la synthése et 1’activité de la LPL
adipocytaire (Ewart et coll., 1997; Behr et coll., 1986; Kraemer et coll., 1992; Saffari et
coll.,, 1992), I'insuline, 'IGF-1 et la thyroxine n’affectent pas la LPL macrophagique
(Behr et Kramer, 1986).

Il n’existe pas de données quant a D’effet de I’hormone de croissance, de Ia

prolactine et des catécholamines sur la production de LPL par le macrophage, ces
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hormones contrdlent cependant la production de LPL par le tissu adipeux. En effet,
’hormone de croissance augmente 1’activité, le niveau d’ARNm et la transcription de la
LPL adipocytaire (Enerback et coll., 1993), la prolactine induit une légére diminution de
Pactivité de la LPL dans le tissu adipeux (Enerback et coll., 1993) et les catécholamines

diminuent I’activité et la synthése de la LPL adipocytaire (Kern et coll., 1996).

Récemment, Homma et coll. (2000) ont démontré in vitro que les oestrogénes
supprimaient la transcription de la LPL adipocytaire et I’accumulation de triglycérides
dans les adipocytes 3T3-L1 (Homma et coll., 2000). Bien qu’une séquence du promoteur
de la LPL ressemblant a I’ AP-1 ait €t identifiée et semble impliquée dans I’inhibition de
la transcription de I’enzyme, le ou les facteur(s) de transcription dimiminuant I’activité
du promoteur de la LPL n’ont a ce jour été reconnus. Les auteurs indiquent ainsi que le
rdle protecteur attribué aux oestrogénes contre les maladies cardiovasculaires et 1’obésité
pourrait faire intervenir 1’effet suppresseur des hormones stéroidiennes sur I’expression

de la LPL adipocytaire.

1.1.5.3 Les cytokines

L’effet de différentes cytokines sur la régulation de la LPL macrophagique a été
largement investigué par Tengku-Muhammad et coll. entre 1996 et 1999. En utilisant
différentes lignées macrophagiques, ces auteurs ont rapporté que I’interleukine-1 (IL-1),
I’interleukine-11 (IL-11), 'INF-y , et le tumor necrosis factor-a (TNF-o) diminuaient la
synthése de I’ARNm ainsi que 1’activité et la masse de la LPL macrophagique. L’analyse

de Ieffet combiné de ces différentes cytokines sur I’expression de la LPL a démontré un
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effet synergistique maximal de la combinaison INF-y et TNF-a. (Tengku-Muhammad et
coll., 1998). La réduction d’activité de la LPL par ces deux cytokines est imputée a une
diminution des niveaux d’ARNm de la LPL suggérant un effet transcriptionnel de ces

substances.

I.1.5.4 La lipopolysaccharide

La LPS stimule ’expression génique et la production de diverses cytokines dont
le TNF-q, I'IL-1 et I’IL-6 (Hill et coll., 1995). L’effet de la LPS sur I’expression de la
LPL macrophagique a été étudié par différents auteurs (Enerbick et coll., 1993, Hill et
coll.,, 1995; Tengku-Muhammad et coll.,, 1996). Ceux-ci ont démontré que la LPS
réduisait I’expression génique et I’activité de la LPL macrophagique. Récemment un réle
de la tyrosine kinase et de la phosphatidylinositol-3’-kinase dans I’effet inhibiteur de la

LPS sur I’expression macrophagique de la LPL a été propos¢ (Tengku-Muhammad,

1998).

L.1.4.5 Les oxystérols

Les oxystérols sont des molécules produites par I’oxydation des LDL incluant le 7
o- et PB-hydroxycholestérol, le 7-cétocholestérol, le 35,6-a-epoxycholestérol, le
cholestane-3B-5a-6B-triol et le 24-,25-,27-hydroxycholestérol. Hultén et coll. (1996) ont
documenté la présence d’oxystérols dans les tissus athérosclérotiques humains et ont testé
effet de ces produits sur I’expression de la LPL macrophagique. Ils ont remarqué que
I’addition de 7B-hydroxycholestérol et de 25-hydroxycholestérol diminuait les niveaux

d’ARNm et activité enzymatique de la LPL macrophagique. Parmi les autres dérivés
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lipidiques, le cholestane-3B-5a-6f-triol et le 27-hydroxycholestérol (Hultén et coll.,
1996), les LDL oxydées et la lysophosphatidyl-choline (Stengel et coll., 1998) diminuent

également I’activité de la LPL macrophagique.

I.1.5.6 Les prostaglandines

Les prostaglandines sont des eicosanoides formés par cyclooxygénation ou
lipoxygénation & partir d’AG tels 1’acide arachidonique et I’acide linoléique. Les
prostaglandines interviennent dans la régulation de la fonction reproductrice, de la
fonction endothéliale et vasculaire et de la réponse inflammatoire. Elles sont synthétisées
dans les membranes cellulaires & partir des phospholipides membranaires et libérées de
fagon continue a Pextérieur de la cellule (Marieb, 1993). Les monocytes et les
macrophages sécrétent des prostaglandines (PG) en grande quantité. Desanctis et coll.
(1994) ont investigué I’effet des PG, en particulier des PGE,, sur I’expression de la LPL
macrophagique. Ils ont démontré que les PGE, inhibaient la sécrétion ainsi que les
niveaux d’ARNm de la LPL macrophagique murine. Ces auteurs ont aussi rapporté une
augmentation considérable de la production d’AMPc par les macrophages traités par les
PGE,;. Leffet inhibiteur direct de ’AMPc sur les niveaux d’ARNm et d’activité
enzymatique de la LPL, documenté par Desanctis et coll. (1999), corrobore les travaux de
Behr et coll. (1986) qui ont rapporté que les substances qui augmentaient la concentration
intracellulaire d’AMPc, inhibaient la sécrétion de LPL. Ces données suggerent que les
PGE; inhibent I’expression génique de la LPL par une voie de signalisation impliquant

I’AMPc.
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I.1.5.7 Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le “macrophage-
colony stimulating factor” (M-CSF )

Le PDGF est exprimé et sécrété par les macrophages. Trois isoformes ont été
identifiés: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, la forme principalement exprimée par le
macrophage étant le PDGF-BB. L’équipe de Inaba et coll. (1995) ont rapporté que
I'incubation de macrophages en présence de PDGF-BB augmentait ’activité de la LPL
de maniére dose et temps dépendante. Ils ont aussi démontré que le PDGF-BB
augmentait la synthése “de novo” de ’ARNm de la LPL et que cette induction s’exergait
par I"activation de la PKC. Ces mémes auteurs ont en outre documenté I’effet stimulant
du M-CSF sur la synthése de I’ARNm de la LPL et sur la sécrétion de I’enzyme par les
macrophages humains et murins. Des mécanismes transcriptionnels seraient & 1’origine de
cette stimulation. La sécrétion de la LPL macrophagique augmente lors de la
différenciation des monocytes en macrophages ou lorsque ceux-ci proliférent (Goldman
et Sopher, 1989). L’effet stimulant du M-CSF et du PDGF sur I’expression de la LPL
macrophagique pourrait dés lors étre attribuable a la capacité de ces facteurs de
croissance a stimuler la prolifération, la différentiation et la maturation des macrophages

(Inaba et coll., 1995; Mori et coll., 1991).

I.1.5.8 L’acide rétinoique
Enerbick et Gimble (1993) ont rapporté que I’acide rétinoique inhibait 1’activité
de la LPL produite par les macrophages murins. L’acide rétinoique induirait

I’augmentation d’expression de “transforming growth factor beta” (TGF-p), ce dernier
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ayant pour effet de diminuer Pactivité et le niveau ’ARNm de la LPL (Enerback et

Gimble, 1993).

L2 L’athérosclérose
L1.2.1 Généralités

L’athérosclérose constitue une des principales causes de morbidité et de mortalité
dans les pays industrialisés. Elle est responsable de prés de 50% des décés en Amérique,
en Europe et dans certaines parties de 1’Asie (World Health Organization,1985). Les
manifestations cliniques de 1’athérosclérose constituent un probléme de santé publique
majeur dans notre pays. L’athérosclérose est une maladie chronique qui débute dans
I’enfance et dont le potentiel évolutif varie selon la présence de divers facteurs de risque.
L’¢tude des mécanismes physiopathologiques de I’athérosclérose a débuté il y a plusieurs
décades. L’examen des événements précoces survenant au cours du processus
athéromateux démontre que les cellules inflammatoires impliquées dans la pathogenése
de I’athérosclérose sont des composantes classiques d’une réponse inflammatoire de type
chronique précédant la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses.
L’infiltration et I’accumulation de lipides dans I’espace sous-endothélial représentent
d’autres événements précoces de 1’athérosclérose. L’athérosclérose est a I’origine de
plusieurs complications dont 1’angine de poitrine, I’infarctus du myocarde, et ultimement

I'insuffisance cardiaque.
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1.2.2 Facteurs de risque

L’athérosclérose est une pathologie multifactorielle responsable des
manifestations cliniques des maladies coronariennes, cérébrovasculaires et vasculaires
périphériques. Dés 1970, les résultats des études épidémiologiques & long terme ont
permis d’identifier des facteurs de risque réversibles et irréversibles de cette maladie. Les
principaux facteurs de risque réversibles sont la dyslipidémie, le stress oxydatif, 1’obésité,
le tabagisme, la sédentarité, 1’hypertension, le diabéte, 1’hyperhomocystéinémie et les
agents infectieux. Les antécédants familiaux, 1’Age et le sexe mdle constituent des
facteurs de risque irréversibles. Il est a noter que prés de 80% de la population
québécoise présente au moins un facteur de risque modifiable. Les facteurs de risque
ainsi que les mécanismes impliqués dans le développement de 1’athérosclérose sont

résumés dans le tableau 2.

Tableau 2. Facteurs de risque impliqués dans le développement de I’athérosclérose
(adapté de “Weber, P., Atherosclerosis Risk Factor Modification by n-3 fatty acids;
Atherosclerosis Reviews, volume 21, 1990)

Facteurs de risque acteurs de risques modifiables Meécanismes
non-modifiables

Histoire familiale Alimentation inadéquate Acides gras

Sexe masculin Hyperlipémie Eicosanoides

Age Obésité Plaquette
Diabéte Monocyte/ Macrophage
Hypertension artérielle Cellule endothéliale
Tabagisme Cellule musculaire lisse
Sédentarité Facteurs de croissance
Hyperhomocystéinémie Cytokines
Maladie immunitaire Cholestérol/oxLLDL

Infection virale
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1.2.3 Stades de développement de I’athérosclérose

L’athérosclérose est un processus pathologique chronique initié par
P’accumulation de lipoprotéines dans 1’espace sous-intimal du vaisseau et par I’adhésion
des monocytes & 1’endothélium. Suite & leur migration vers I’espace sous-endothélial, les
monocytes se différencient en macrophages qui, par leur capacité a accumuler le
cholestérol, se transforment en cellules spumeuses. Les facteurs de croissance, les
cytokines et d’autres substances vasoactives sécrétées par les macrophages, les cellules
musculaires lisses, les cellules endothéliales et les plaquettes, favorisent la progression de
la lésion athéromateuse. Au stade ultérieur de la maladie, les cellules musculaires lisses
modifient leur phénotype et migrent a travers la limitante élastique interne vers I’espace
sous-endothélial ou elles proliferent et sécrétent divers constituants de la matrice
extracellulaire. Au stade terminal de la maladie, la plaque, surplombée d’une coiffe dense
de tissu conjonctif, entraine le rétrécissement de la lumiére vasculaire. Cette section

révise en détail les stades de développement de 1’athérosclérose.

1.2.3.1 La strie lipidique

Les premiéres étapes de 1’athérosclérose se déroulent dans I’espace sous-
endothélial. Les deux acteurs essentiels y sont d’une part les particules de LDL
cholestérol qui, ayant traversé 1’endothélium, subissent dans I’intima du vaisseau un
processus d’oxydation et/ou de glycation et d’autre part, les monocytes qui, ayant adhéré
aux cellules endothéliales activées pénétrent dans 1’espace sous-endothélial. L’infiltration

des monocytes a travers 1’endothélium et leur différenciation ultérieure en macrophages
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est médiée par divers facteurs chémoattractants dont les LDL oxydées, la protéine
chimiotactique des monocytes (MCP-1), I’IL;8, le PDGF et le M-CSF. Les macrophages
captent les LDL oxydées et se transforment en cellules spumeuses (Rosenfeld et coll.,
1990; Ross, 1999).

L’augmentation de perméabilité endothéliale aux lipoprotéines ainsi qu’a d’autres
constituants du plasma est un événement précoce précédant la formation de la Iésion
(Ross et coll., 1977). Cette dysfonction endothéliale serait médiée par D’altération de
divers facteurs dont le monoxyde d’azote (NO), les prostacyclines, le PDGF,
P’angiotensine II, I’endothéline et les molécules d’adhésion des leucocytes (L-sélectine,
intégrines) et des cellules endothéliales (E-sélectine, P-sélectine, ICAM-1, VCAM-1).

L’accumulation de cellules inflammatoires et de lipides dans I’intima, caractérise
la strie lipidique (Massy et Keane, 1996). Visible dés 1’enfance et asymptomatique, elle
se traduit par un épaississement jaunatre de I’intima. La strie lipidique est réversible et

peut donc régresser suite 4 la modification des facteurs de risque impliqués (Ross, 1995).

1.2.3.2 La lésion fibro-lipidique

La lésion intermédiaire est constituée en grande  partie de
monocytes/macrophages, de cellules T ainsi que de cellules musculaires lisses. Les
cellules sont bordées par une matrice conjonctive discréte contenant des fibres de
collagéne, des fibres élastiques et des protéoglycans.

Les lipides de la lésion intermédiaire sont constitués essentiellement d’esters de

cholestérol, mais aussi de phospholipides et de cholestérol. Ils sont majoritairement
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contenus dans les macrophages et les cellul.es, musculaires lisses. Des lipides
extracellulaires sont aussi visibles (van Reyk et coll., 1999).

A cette étape de la maladie, la progression de la plaque fait intervenir différents
facteurs impliqués dans la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses, la
formation des cellules spumeuses, 1’activation des cellules T et finalement 1’adhésion et
I’agrégation plaquettaire.

Des substances chimiotactiques telles le PDGF, le facteur de croissance des
fibroblastes 2 (FGF-2) et le TGF-B, sécrétées par les macrophages et les cellules
endothéliales stimulent la prolifération des cellules musculaires lisses et leur migration
subséquente vers la média (Badimon et coll., 1993). Les cellules musculaires lisses
produiront aussi une quantité importante de matrice extracellulaire dans ’espace sous-
endothélial.

Les macrophages jouent un rdle important dans la progression de la lésion
athéromateuse. Ils proliférent, incorporent des lipides et oxydent les LDL (Chisolm et
coll., 1999). Iis expriment a leur surface de multiples récepteurs dont les récepteurs
“scavenger” reconnaissant les LDL oxydées.

L’activation lymphocytaire est médiée par des cytokines exprimées dans la lésion
telles que le TNF-a, I'IL-2 et le GM-CSF. Les lymphocytes-T sont une composante
immunitaire de I’athérogenése (Hansson et coll., 1998) et leur prolifération pourrait
induire 1’expansion de la Iésion.

Lorsque I’endothélium est altéré, les plaquettes sanguines y adhérent et sont
activées. Cette activation conduit a la formation de prostaglandines, telles le thromboxane

A2, et de leucotriénes qui stimulent la réponse inflammatoire. Les plaquettes activées
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peuvent s’accumuler dans la paroi artérielle et recruter des plaquettes additionnelles dans
un thrombus en expansion. Elles vont aussi libérer des éléments mitogéniques et
chémoattractants tels le PDGF et le TGF-B, contribuant a Uinfiltration des monocytes et a
la prolifération des cellules musculaires lisses (Bombelli et coll., 1998). L’agrégation et
I’adhésion plaquettaire semblent stimulées par les intégrines, la P-sélectine, la fibrine, le

thromboxane A2 et le facteur tissulaire.

1.2.3.3 La plaque fibreuse

La plaque fibreuse est constituée d’une matrice extracellulaire de tissu conjonctif
dense contenant de nombreuses cellules musculaires lisses, des macrophages et des
lymphocytes T. Le tissu conjonctif produit par les cellules musculaires lisses est composé
de collagéne, de fibres élastiques et de protéoglycans. C’est 1’accumulation de cette
matrice, de lipides extracellulaires ainsi que de macrophages et de cellules musculaires
lisses remplis d’ester de cholestérol qui donne naissance a la plaque fibreuse (Ross,
1999). La nécrose des macrophages et des cellules musculaires lisses sous I’action du
cholestérol libre, de la lyso-phosphatidylcholine et des stérols oxydés entraine la
formation d’un dépét extracellulaire de lipides. Ces lipides vont se centraliser et former
un amas lipidique plus ou moins volumineux.

A ce stade, la plaque a atteint sa maturité. Bien que déja assez volumineuse,
I"obstruction qu’elle fait de la lumiére vasculaire est amenuisée par le phénoméne de
remodelage vasculaire (Glagov et coll., 1987), le développement de la plaque & I’intérieur
du vaisseau étant contrebalancé par une dilatation de celui-ci. Néanmoins, le phénomene

d*¢largissement compensateur n’étant pas sans limite, toute augmentation ultérieure de la
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taille de la plaque finira par limiter le débit sanguin et occasionnera des symptémes
cliniques.

La gravité de la Iésion athéromateuse vient de son potentiel d’évolution rapide
vers la thrombose. Depuis quelques années, de multiples travaux se sont attardés a
comprendre les mécanismes sous jacents a cette évolution et ont abouti a la notion de
vulnérabilité ou de rupture de la plaque d’athérome. La rupture de la plaque permet le
contact entre le sang et les substrats thrombogénes qui forment son centre lipidique. Le
risque de rupture de la plaque s’accroit en fonction de sa richesse en lipides et en
macrophages, et de sa pauvreté en cellules musculaires lisses, en éléments fibreux et en
collagéne. Les macrophages en libérant des enzymes, les métalloprotéinases, qui
dégradent la matrice contribuent a la déstabilisation et a la rupture de la plaque

athéromateuse (Newby et Zaltsman, 1999).

L.2.4 Etiologie de I’athérosclérose

L’athérosclérose est une maladie trés complexe dont la pathogeneése n’est pas
clairement établie. Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer I’étiologie de
cette pathologie. Parmi ces hypothéses on distingue I’hypothése de la réponse au
dommage endothélial, 1’hypothése de I’infiltration des lipides, I’hypothése du stress
oxydatif, I’hypothése virale et I’hypothése inflammatoire. L’intégration de ces diverses
hypothéses semble requise pour pouvoir expliquer d’une meilleure fagon le processus

d’initiation de 1’athérosclérose.
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1.2.4.1 L’hypothése de la réponse au dommage endothélial

L’hypothese de la réponse au dommage endothélial soutient le role majeur d’une
altération endothéliale dans I’initiation du processus athéromateux. Cette dysfonction de
I’endothélium en induisant I’inactivation de divers mécanismes  anti-athérogéniques
(Busse et Flemind, 1996), constituerait le mécanisme précoce du développement de
I’athérosclérose (Ross et coll., 1977). L’¢état de dysfonction endothéliale se traduit par
divers phénoménes pathologiques tels I’expression accrue de molécules d’adhésion a la
surface de I’endothélium, ’augmentation de perméabilité vasculaire, la perte de capacité
vasodilatatrice, la sécrétion accrue de facteurs vasoconstrictifs, la perte de regénération
des cellules endothéliales et la perte des propriétés endothéliales antithrombotiques et
finalement la production anormale de cytokines et de facteurs de croissance (Dart et coll.,
1999).

La dysfonction endothéliale est associée a une altération de la synthése et de la
reliche de plusieurs molécules dont le NO, les prostacyclines (PGI; et PGL3), le facteur de
vasorelaxation endothélium-dépendant (EDFR) et I’endothéline. La réduction de la
lumicre artérielle, induite par la vasoconstriction en réponse aux stimuli, pourrait
promouvoir I’interaction du sang avec la paroi artérielle (Badimon et coll., 1993).

Les conséquences de 1altération endothéliale sont I’adhésion et la pénétration des
monocytes aux sites de lésions ainsi que infiltration et I’accumulation des LDL dans

I’intima (Steinberg et coll., 1989).
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1.2.4.2. L’hypothése de infiltration des lipides

L’hypothése de I'infiltration des lipides suggere que des concentrations élevées de
LDL plasmatiques entrainent PPaccumulation de ces lipoprotéines dans la paroi artérielle
et leur captation par les macrophages et les cellules musculaires lisses (Brown et coll.,
1990). L’accumulation de cholestérol dans ces cellules aboutit 3 la formation de la strie
lipidique. Cette hypothése a pris naissance au début du siécle et a €té récemment
renforcée par I’étude clinique “The Framingham Study” démontrant une corrélation entre
les niveaux de cholestérol sérique et les maladies cardiovasculaires (Castelli et coll.,
1990).

Divers travaux appuient cette hypothése. Par exemple, Nordestgaard et coll.
(1994) ont démontré qu’une diminution des niveaux de cholestérol sanguin est reliée a
une réduction des événements coronariens. De plus, une relation entre des niveaux élevés
de cholestérol plasmatique et 1’abondance des stries lipidiques dans la lésion

athéromateuse a été récemment documentée par Napoli et coll. (1999).

1.2.4.3 L’hypothése du stress oxydatif

Cette hypothése fait valoir que les mécanismes impliqués dans 1’athérogenése
sont la conséquence d’une augmention des niveaux de stress oxydatif causé par une
production accrue de radicaux libres et/ou par une diminution des niveaux
d’antioxydants. Cette hypothése avance en outre que le stress oxydatif induit I’activation
de génes régulés par le systéme redox.

Le r6le des radicaux libres comme agents initiateurs de la lésion athéromateuse a

¢té largement documenté. Ainsi, les radicaux libres ont été identifiés comme facteurs de



31

risque de I’athérosclérose pouvant entrainer, entre autre, la dysfonction endothéliale,
I’activation des cellules endothéliales et macrophagiques et I’oxydation des particules de
LDL (Abplanalp et coll., 2000). L’effet inhibiteur des antioxydants sur le processus
athérosclérotique a ét¢ imputé a une réduction de Pinfiltration des monocytes dans
I'intima (Rangan et coll., 1999), a une inhibition d’oxydation des LDL (Tsujita et
Yokoyama, 1996) et 4 une réduction d’expression des molécules d’adhésion (Ferns et
coll., 1993). Les antioxydants pourraient aussi exercer leur role cardio-protecteur en
inhibant la prolifération des cellules musculaires lisses, I’induction de I’agrégation
plaquettaire, la production des cellules spumeuses et I’apoptose cellulaire (Girndt et coll.,
2000; Weisburger, 1999).

Les recommandations diététiques quant a la supplémentation en vitamines
antioxydantes a titre prophylactique des maladies cardio-vasculaires, demeurent un sujet
de controverse. En effet, bien que certaines études épidémiologiques aient observé une
relation inverse entre les niveaux ou I'apport en vitamine E et les événements
cardiovasculaires (Losonczy et coll., 1996), un apport accru en antioxydants n’a pu
démontré de maniére constante son efficacité¢ a diminuer I'incidence d’événements
cardio-vasculaires (Yusuf et coll, 2000). La consommation d’aliments riches en
antioxydants demeure a ce jour la seule mesure préconisée pour la prévention des

maladies cardio-vasculaires,

L1.2.4.4 L ’hypothése infectieuse de I’athérosclérose
Cette hypothése a pris corps en 1978 avec les travaux de Fabricant et coll. Ces

chercheurs ont proposé qu’une infection par le virus de I’herpés pourrait participer au
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développement de 1’athérosclérose. Depuis lors, il a été démontré que le virus de I’herpés
simplex 1 et le cytomégalovirus pouvaient, en infectant les cellules vasculaires, altérer
1eurs fonctions et, ce faisant, induire le développement de mécanismes proathérogéniques
tels la transformation des macrophages en cellules spumeuses, la prolifération des
cellules musculaires lisses, la dysfonction endothéliale, 1’expression des molécules
d’adhésion et finalement la production de cytokines par les monocytes/macrophages
(Nicholson et coll., 1998).

Des études récentes suggérent que d’autres agents infectieux incluant Chlamydia
pneumoniae et Helicobacter pylori puissent aussi étre impliqués dans la pathogenése de
I’athérosclérose. En ce qui concerne le Chlamydia pneumoniae, plusieurs études
histologiques rapportent sa présence dans la lésion athéromateuse. Bien qu’il semble que
I'infection par cette bactérie puisse accélérer le développement des lésions dans certains
modeles expérimentaux, diverses études n’ont pu apporté de preuves convaincantes que
Chlamydia pneumoniae soit capable & lui seul d’induire des lésions athérosclérotiques.
Des études sont actuellement en cours afin de déterminer I’efficacité d’antibiotiques
ciblant le virus Chlamydia pneumoniae a réduire le risque d’événements cardio-
vasculaires chez des patients souffrant d’ischémie cardiaque (Gurfinkel et coll., 2000;
Kaykov et coll, 1999).

Depuis 1994, plusieurs études séro-épidémiologiques ont cherché une association
entre Helicobacter pylori et les maladies artérielles. Leur analyse n’a pu cependant
démontrer I’existence d’une association forte entre ce pathogéne et les maladies cardio-

vasculaires.
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1.2.4.5 L’hypothése inflammatoire de ’athérosclérose

L’hypothése inflammatoire de [’athérosclérose stipule que le processus
athéromateux résulte d’ﬁne réponse inflammatoire initiale représentant un mécanisme de
protection de la paroi artérielle. Cette inflammation résulte de I’agression de
’endothélium par divers facteurs de risque. Lorsque I’agression se perpétue et devient
chronique, cette réponse inflammatoire devient excessive et fibro-proliférative (Ross,
1999). Nous disposons aujourd’hui de preuves indéniables montrant que les lésions
athérosclérotiques présentent les attributs classiques de !’inflammation, c’est-a-dire,
Pinfiltration monocytaire, la prolifération des cellules musculaires lisses et des vaisseaux

sanguins et la sclérose conjonctive.

I.2.5 Effets potentiels de la LPL dans le processus athérogénique

Bien que la LPL puisse exercer, en périphérie un effet anti-athérogénique, de
nombreuses évidences suggérent que ’enzyme sécrétée dans la paroi vasculaire, puisse
promouvoir par ses propriétés enzymatiques et structurales, le développement de
I’athérosclérose.

Les résultats de multiples études suggérent en effet un role critique de la LPL
macrophagique dans la pathogenése de 1’athérosclérose. En 1977, Corey et Zilversmit ont
démontré que la concentration de LPL dans 1’espace sous-endothélial s’accroit lors de la
progression de la lésion et qu’il existe une corrélation positive entre sa production dans la
paroi artérielle et 1’accumulation des esters de cholestérol (Zilversmith, 1979). Yla-
Herttuala (1991) et O’Brien (1992) ont mis en évidence la sécrétion de LPL par les

macrophages et les cellules musculaires lisses dans la 1ésion athéromateuse. Les cellules



34

spumeuses dérivées des macrophages sont la source primaire de LPL dans la Iésion.
Renier et coll. (1993), ont démontré, chez la souris congénique, que I’état de
susceptibilité a I’athérosclérose est associé a des niveaux jusqu’a trois fois plus élevés de
LPL macrophagique. Récemment, il a été démontré, qu’en dépit d’une dyslipidémie
profonde, une diéte athérogénique n’augmente pas de maniére significative le
développement de 1ésions athéromateuses, chez des souris présentant un déficit
hétérozygote en LPL (Semenkovich et coll., 1998). Enfin, le role de la LPL
macrophagique dans la formation des cellules spumeuses et des Iésions athéromateuses a
¢té récemment rapporté par Babaev et coll., (1999). Prises dans leur ensemble, ces
données démontrent un role pro-athérogénique de la LPL produite dans la paroi

vasculaire.

L1.2.5.1 Effets pro-athérogéniques de la LPL

L’effet pro-athérogénique de la LPL a été principalement attribué a sa capacité a
favoriser 1’accumulation de lipides & I’intérieur des macrophages. En hydrolysant les
lipoprotéines riches en triglycérides, la LPL genere des résidus de lipoprotéines qui sont
captés et phagocytés par le macrophage. Les AG libres produits par I’action catalytique
de la LPL sont réestérifiés a Uintérieur du macrophage et contribuent a leur tour a la
formation des cellules spumeuses. (Aviram et coll., 1988).

Les LDL résultant de 1’hydrolyse des VLDL par la LPL contribuent aussi de
maniere marquée au développement de Ia lésion (Steinberg et coll., 1989). En effet,
I’oxydation de ces molécules dans I’intima favorise leur captation par le macrophage et

induit la formation des cellules spumeuses. La LPL peut aussi exercer ses effets pro-
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athérogéniques de par ses propriétés structurales. En effet, indépendamment de son action
catalytique, la LPL se lie aux protéoglycans exprimés a la surface de diverses cellules,
incluant les macrophages, et agit comme ligand facilitant la captation et la dégradation
des lipoprotéines remnantes par les macrophages et les cellules musculaires lisses
(Williams et coll., 1992; Chappell et coll., 1993). L’association de la LPL aux particules
remnantes favorise aussi leur interaction avec la surface cellulaire et stimule leur
captation et leur rétention dans la paroi vasculaire (Eisenberg et coll., 1992; Saxena et
coll,, 1992; Auerbach et coll., 1999; Hendriks et coll., 1996). 1l a été démontré que la
LPL produite dans la paroi vasculaire, augmente la liaison et 1’association des LDL
natives et oxydées, aux macrophages, et contribue par ce mécanisme a la formation des
cellules spumeuses (Wang et coll., 1999a).

La LPL pourrait aussi favoriser la prolifération des cellules musculaires lisses. En
effet, Mamputu et coll. (2000, in press), ont démontré que la prolifération des cellules
musculaires lisses était augmentée in vitro en présence de LPL.

La LPL induit aussi in vitro I’expression génique du TNF-a par les macrophages
(Renier et coll.,, 1994). L’activation des cellules T, médiée par le TNF-a, étant un
processus important impliqué dans la progression de la lésion athéromateuse, 1’effet de la
LPL sur la production de TNF-o pourrait constituer un autre mécanisme par lequel cette
enzyme favoriserait le développement de 1’athérosclérose.

Enfin, il a été récemment proposé que la LPL puisse, en formant un pont entre les
HSPG exprimés 4 la surface des monocytes et ceux exprimés a la surface des cellules

endothéliales jouer le role d’une molécule d’adhésion (Mamputu et coll., 1997).
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1.2.5.2 Effets anti-athérogéniques de la LPL

Plusieurs observations expérimentales supportent le role anti-athérogénique de la
LPL en périphérie. Ainsi, Benlian et coll., (1996), ont récemment démontré que des
patients déficients en LPL développent des lésions athéromateuses relativement avancées.
Il a aussi été documenté que les sujets hétérozygotes pour la mutation du géne de la LPL,
chez qui une diminution d’activité enzymatique de la LPL plasmatique est observée, sont
prédisposés a développer des 1ésions athéromateuses prématurément (Wittrup et coll.,
1997; Henderson et coll., 1999).

Le fait que la lipolyse des lipoprotéines riches en triglycérides au niveau du tissu
adipeux, du coeur et des muscles squelettiques, détermine un profil lipidique non
athérogénique (Yagyu et coll., 1999) et I’observation que la surexpression de la LPL
normalise le profil lipidique athérogénique des souris déficientes en Apo-E ou en
récepteurs aux LDL et protége ces animaux de I’hyperlipidémie induite par la diéte
supportent le réle anti-athérogénique de la LPL en périphérie. L’étude de Hokenson et
coll., (1999) démontrant une relation entre la diminution d’activité plasmatique de la LPL
et la production de petites particules athérogénes de LDL appuie cette hypothése.

Un autre argument en faveur d’un réle anti-athérogénique de la LPL est
Pobservation selon laquelle 1’administration d’un activateur de la LPL tissulaire, le NO-
1886, prévient en augmentant les HDL, le développement de 1’athérosclérose (Tsutsumi
et coll., 1993). De plus, la capacité de la LPL a médier la captation sélective des HDL
riches en esters de cholestérol par les cellules hépatiques et a stimuler la clairance

hépatique des lipoprotéines et des résidus de chylomicrons (Rinninger et coll., 1998)
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suggére que cette enzyme puisse par son activité plasmatique, prévenir le développement

de I’athérosclérose.
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I.3. Les acides gras

1.3.1 Structure, classification et fonctions des acides gras

Structure: Les AG sont des composés organiques formés d’une chaine hydrocarbonée
plus ou moins longue présentant & une extrémité un groupe méthyl (-CHs) et & 1’autre un
groupement carboxyl (-COOH). Le groupement carboxyl peut réagir avec ’une des

fonctions alcool du glycérol pour former un triglycéride (Fig. 3).

Chatne hydrocarbonée
H H H H H 0
I T N
Lok bbb Do
groupement groupement
méthy] carboxyle

Fig.3 Représentation schématique d’un acide gras
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Classification: Les AG sont métabolisés en AG supérieurs par élongation et désaturation
successives et sont incorporés aux phospholipides des membranes cellulaires. Voici la

classification des AG selon leur degré de saturation (Tableau 3).

Tableau 3. Dénomination et nomenclature des principaux acides gras

Dénomination commune Nomenclature

Acides gras saturés

Butyrique C4:0
Caproique C6:0
Caprylique C8:0
Caprique C10:0
Laurique C12:0
Myristique C14:0
Palmitique C16:0
Stéarique C18:0
Arachidique C20:0
Béhénique C22:0
Lignocerique C24:0
Acides gras monoinsaturés
Palmitoléique Cl6:1,n-7
Oléique C18:1,n-9
Gadoléique C20:1, n-9
Erucique C22:1,n-9
Nervonique C24:1, n-9
Acides gras polyinsaturés
Linoléique C18:2,n-6
y-linolénique C18:3,n-6
o-linolénique C18:3,n-3
Dihomo-y-linolénique C20:3, n-6
Eicosatrienoique C20:3, n-9
Arachidonique C20:4, n-6
Eicosapentaenoique C20:5, n-3
Docosatetraenoique C22:4, n-6
Docosapentaenoique C22:5, n-6
C22:6, n-3

Docosahexaenoique
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Fonctions: Les lipides possédent cing fonctioné physiologiques importantes: 1) ils
constituent une source d’énergie appréciable, 2) ils interviennent dans la structure
cellulaire et les fonctions de la membrane et jouent, en particulier, un role majeur dans le
fonctionnement cérébral, 3) ils représentent une source d’AG essentiels pour la synthése
des PG et leucotriénes, 4) ils assurent le transport des vitamines liposolubles A, D, E et
K, 5) ils contrdlent les concentrations et les propriétés biologiques des lipoprotéines

plasmatiques.

L.3.2 Acides gras et athérosclérose

Les AG alimentaires suscitent depuis plusieurs années un regain d’intérét dans la
communaut¢ meédicale et scientifique. En effet, les AG ont été identifiés comme des
facteurs activement impliqués dans Iétiologie de certaines maladies chroniques et dans
diverses réactions immunitaires et inflammatoires. L’athérosclérose et la thrombose sont
les deux principales causes de maladies coronariennes. Les AG semblent jouer un réle
déterminant dans ces pathologies méme si leur implication dans le cas de la thrombose
s’avére moins claire. Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans Peffet des AG
sur le processus athéromateux sont la concentration des lipoprotéines, la thrombogenése
et la fonction plaquettaire, la fonction endothéliale et finalement la réponse immunitaire

et inflammatoire. Ces processus seront discutés dans la prochaine section.
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L.3.2.1 Effets des acides gras sur la concentration des lipoprotéines

Les concentrations de lipoprotéines plasmatiques sont un facteur de risque
déterminant de 1’athérosclérose. Durant des années, I’effet des AG sur la lipidémie se
résumait comme suit: les AG saturés I’augmentent, les polyinsaturés la diminuent et les
monoinsaturés ne l’affectent pas. Nous savons maintenant qu’il y a des nuances a
apporter & ces affirmations et que I’effet des AG sur ce parametre varie, selon leur
configuration, leur degré de saturation et la situation de la double liaison sur la chaine
carbonée.

Plusieurs études, menées par Mensink et Katan (1989; 1990; 1992) ont permis
d*élucider davantage ’effet des AG sur la lipémie. Ces travaux ont permis de démontrer
que les AG saturés augmentent les niveaux de cholestérol sérique, en augmentant les taux
de LDL plasmatiques. Les mécanismes par lesquels les AG saturés augmentent les taux
de LDL cholestérol restent obscurs, bien que certains aient proposé que ces AG puissent
inhiber le métabolisme hépatique des LDL en diminuant ’activité des récepteurs LDL ou
en augmentant la production de ’apoB-100 des LDL et des VLDL (Grundy et coll.,
1986; Spady et coll., 1993; Hayes et coll., 1992).

Tous les AG saturés ne sont pas identiques quant a leur propension a accroitre les
concentrations de lipoprotéines. Ainsi, ’acide stéarique et les AG ayant dix ou moins
d’atomes de carbone ne semblent pas augmenter les taux de cholestérol (Keys et coll.,
1965a; Bonanome et coll., 1988; Mensink et Katan, 1992). En fait, seuls les acides
laurique, myristique et palmitique seraient hypercholestérolémiants (Zock et coll., 1994;
Temme et coll., 1996), ’effet hypercholestérolémiant de 1’acide myristique étant quatre

fois plus marqué que celui des deux autres AG (Hegsted et coll., 1965; Ulbricht et coll.,
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1991). Cater et ses collaborateurs (1997) ont aussi démontré qu’un mélange d’acide
caprylique et caprique, deux AG saturés a chaine moyenne, augmentait légerement les
niveaux de LDL mais n’avaient pas d’effet sur les HDL. D’une maniére générale, I’on
peut dire que malgré I’effet stimulant de certains AG sur les concentrations de LDL et de
HDL, tous les AG saturés augmentent le ratio LDL:HDL a des niveaux comparables.

Les graisses hydrogénées, ont aussi un effet néfaste sur les lipides sanguins. Le
processus d’hydrogénation des AG induit une saturation de certaines de leurs doubles
liaisons et un changement de leur configuration naturelle cis en configuration trans. Leur
action sur les lipoprotéines sériques serait au moins aussi néfaste que celle des AG
saturés (Mensink et coll., 1990; Katan et coll., 1995; Aro et coll., 1997). De plus, ces AG
n’augmenteraient pas seulement les LDL mais diminueraient aussi le taux des HDL
(Castelli et coll., 1986).

Diverses études ont aussi permis de démontrer que les AG monoinsaturés tels
I’acide oléique, longtemps considérés comme neutres, sont aussi efficaces que les AG
polyinsaturés a faire baisser les taux sériques de cholestérol (Mensik et Katan, 1992;
Mattson et coll., 1985; Mensink et coll., 1989). Chez les individus ayant un apport en
matiére grasses modéré, les AG monoinsaturés auraient un effet plus favorable sur les
lipides et les lipoprotéines plasmatiques que les AG polyinsaturés (Sirtori et coll., 1992).
Une diéte riche en acide oléique rétablit 1’activité des récepteurs LDL (Dietschy et coll.,
1993) et augmente la clairance des esters de cholestérol par les HDL (Kosla et Hayes,
1996).

Parmi les AG polyinsaturés (PUFA), 1’acide linolénique s’aveére aussi efficace

que I"acide linoléique pour réduire les taux sanguins de cholestérol total, de triglycérides
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et de LDL (Chan et coll., 1991). Les PUFA diminueraient les LDL plasmatiques en
augmentant I’activité des récepteurs aux LDL (Hayes et coll., 1992).
L’effet des AG oméga-3 sur la cholestérolémie demeure un sujet de controverse.

Chez les sujets hyperlipémiques, 1’huile de poisson, diminue les triglycérides mais

augmente les LDL et les HDL (Harris, 1997).

1.3.2.2 Effets des acides gras sur la thrombogenése et la fonction plaquettaire

L’apport alimentaire en AG conduit a leur incorporation dans les phospholipides
de la membrane des plaquettes sanguines et entraine de ce fait la modification de
certaines propriétés susceptibles d’intervenir dans les processus de coagulation,
d’agrégation plaquettaire et finalement de thrombose.

L’effet des AG sur la fonction plaquettaire a récemment fait I’objet de quelques
¢tudes (Mutanen et coll., 1997; Turpeinen et coll., 1997; 1998). Ces travaux démontrent
qu’un enrichissement in vivo des phospholipides membranaires par les AG entraine une
activation des plaquettes. Cette activation semble particuliérement importante dans le cas
des AG de configuration trans et de I’acide stéarique. Une diminution d’activation
plaquettaire serait cependant observée dans le cas des AGn-3.

L’intégration des AG n-3 aux phospholipides membranaires diminue aussi la
libération de PDGF par les plaquettes. Ce facteur de croissance est libéré par 1’agrégat
plaquettaire au contact de la paroi artérielle et induit la croissance et la prolifération des
cellules musculaires lisses et des macrophages (Fox et coll, 1988: Russel et coll., 1990).
Une autre activité importante du PDGF est I’activation des récepteurs des LDL,

processus responsable de la captation des lipides par les macrophages et de leur
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transformation en cellules spumeuses (Habenicht et coll., 1990). L’inhibition de la
relache de PDGF par les AG n-3 résulterait d*une diminution d’activation de la PKC.

Les effets anti- 6u pro-coagulants des AG semblent médiés principalement par le
fibrinogéne, une protéine plasmatique produite par le foie et impliquée dans le processus
coagulation, le facteur de coagulation von Willebrand, le facteur de coagulation VII,
I’antithrombine III et I’inhibiteur du plasminogéne-1 (PAI-1). Selon plusieurs études, les
AG moduleraient de maniére marquée les niveaux plasmatiques du fibrinogéne. En effet,
des études menées par Bladbjerg et coll., (1995) et Mutanen et Aro, (1997) démontrent
qu’une diéte riche en acide stéarique augmente les taux de fibrinogene plasmatique. De
plus, une relation inverse entre la prise alimentaire d’AG n-3 et les niveaux blasmatiques
de fibrinogéne a été rapportée par Shahar et coll.(1993) dans une étude visant & évaluer
les niveaux de risques cardiovasculaires de différentes communautés.

L’effet des AG sur I’expression du facteur von Willebrand a fait I’objet de
plusieurs études. Shahar et coll., (1993), ont observé une association négative entre la
consommation alimentaire d’AG n-3 et les niveaux plasmatiques du facteur von
Willebrand. Blann et coll., (1995) ont pour leur part démontré qu’une diéte faible en
cholestérol ou en gras saturés, diminuait de maniére significative les niveaux
plasmatiques du facteur von Willebrand et qu’une corrélation négative existait entre les
niveaux plasmatiques du facteur von Willebrand et la consommation d’AG n-6 etn-3.

L’effet des AG sur I’expression du facteur de coagulation VII, ne semble pas
dépendre de la composition en AG et seuls les apports alimentaires lipidiques totaux
semblent déterminer les variations d’expression de ce facteur. A ce sujet, il est bien

démontré qu’une diéte riche en lipides entraine une augmentation des niveaux
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plasmaﬁques du facteur VII (Bladbjerg et coll., 1995). L’activation de ce facteur de
coagulation serait due 4 la libération d’AG suite a I’hydrolyse des triglycérides (Silveira
et coll., 1994).

Les AG n-6 et n-3 augmentent aussi les niveaux plasmatiques de I’antithrombine
II et une supplémentation alimentaire en AG n-3 augmente 1’expression et I’activité du
PAI-1 (Freese et Mutanen, 1997).

Il a été postulé que I’effet anti-thrombogénique des AG n-3 puisse enfin étre du a
une diminution de production de thromboxane A, un facteur proagrégant plaquettaire et

vasoconstrictif (Leaf et coll., 1989).

1.3.2.3 Effets des acides gras sur la fonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est associée a une augmentation de synthése et de
reldche de plusieurs facteurs dont les molécules d’adhésion, les cytokines, les facteurs
activant les plaquettes et I’endothéline et a une diminution d’expression de PGI,, du NO
et du TGF-B. Les AG semblent pouvoir moduler I’expression de certains de ces facteurs.

Des études menées par Fischer et coll., (1986) et Hamazaki et coll., (1989) dans
les populations Eskimo et Japonaise et reprises par la suite par De Caterina (1990) et
Nordoy (1994), concluent qu’un apport alimentaire riche en AG n-3 d’origine marine,
augmente la production de PGI, dans 1’organisme. Cet effet bénéfique des AG n-3
semble cependant s’accompagner d’une diminution de production d’autres agents
vasodilatateurs tels le NO et ’"EDRF (De Caterina et coll., 1990; Nordoy et coll., 1994).

Les acides docohexapentaenoique (DHA) et eicosapentaenoique (EPA) diminuent

Pexpression des molécules d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine par les cellules
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endothéliales humaines activées (Collie-Duguid et Wahle, 1996). De plus, il a été
démontré que le DHA diminuait ’expression de VCAM-1 induite par les cytokines
(Weber et coll.,, 1995). Cette diminution d’expression de VCAM-1 serait due &
Pinactivation du facteur de transcription NF-kB, un facteur inductible impliqué dans la
transcription des molécules d’adhésion endothéliales. Une étude récente chez les lapins
suggere aussi la capacité des AG monoinsaturés a réduire I’expression de VCAM-1 in
vivo (De Caterina et coll.,1995b) via une diminution de I’expression de ’ARNm de NF-
kB. Il est suggéré que la régulation de I’expression des molécules d’adhésion par les AG
puisse impliquer un mécanisme oxydatif-dépendant, 1’expression génique de VCAM-1
pouvant étre diminuée in vitro par les antioxydants.

Toborek et coll., (1997; 1996) ont démontré que I’acide linoléique, en induisant
un stress oxydatif, pouvait jouer un réle primordial dans le contrdle de I’expression de
genes impliqués dans le développement de la Iésion athérogénique. En effet, le stress
oxydatif induit par I’acide linoléique active le NF-kB qui, en activant 4 son tour les
cellules endothéliales, entraine la production de TNF-c.. Le stress oxydatif induit par
I’acide linoléique entrainerait aussi une altération de la barriére endothéliale et
ultérieurement, la dysfonction de I’endothélium.

Enfin, les AG n-3 diminuent in virro la production stimulée par le TNFa, le TGE-
B et la thrombine de PDGFc, un facteur de croissance analogue au PDGF produit par les
cellules endothéliales et réduisent in vivo chez les sujets sains, la synthéée endothéliale de

TNF-a et d’IL-1-B (Caughey et coll., 1996).
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1.3.2.4 Effets des acides gras sur la réponse inflammatoire

L’effet des AG sur la réponse inflammatoire fut investigué en utilisant
majoritairement les AG n-3.
Effets in vitro : 1’acide alpha-linolénique, I'EPA et le DHA diminuent la prolifération
des lymphocytes T humains (Kelly et Parker, 1979; Santoli et coll., 1990). Ces AG
réduisent aussi la réaction inflammatoire en atténuant la réponse a l’antigéne, en
diminuant la capacité des cellules immunitaires a présenter I’antigéne (Fujikama et coll.,
1992) et en supprimant la production d’IL-2, un facteur stimulant la prolifération des
lymphocytes (Calder et Newsholme, 1992).
Effets ex vivo: Chez les animaux, une diéte riche en AG n-3 induit une diminution de la
réponse immunitaire au niveau de la rate, du thymus et des ganglions lymphatiques
(Kelley et coll.,, 1988). De plus, les AG n-3 diminueraient aussi certaines fonctions
macrophagiques telles I’activité phagocytaire, atténueraient la production de molécules
d’adhésion (Sanderson et coll., 1995), de facteurs chémoattractants (Sperling et coll.,
1993) ainsi que celle de Pinterleukine-2 et le facteur nucléaire-B (Endres et coll., 1993;

1995b; Renier et coll., 1993).

1.3.2.5 Synthése des effets anti-athérogéniques des acides gras n-3

Un apport alimentaire accru en AG n-3 induit leur intégration aux phospholipides
membranaires. Il en résulte une modification de certaines propriétés membranaires telles
la viscosité et la fluidité (Terrano, 1983). Ces AG en devenant les substrats préférentiels
de la phospholipase A2 induisent une diminution de production des métabolites

biologiquement actifs de I’acide arachidonique tels les PG, les thromboxanes et les
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leucotriénes (fig. 4), des facteurs intervenant directement dans les processus de
coagulation sanguine et inflammatoire et dans la régulation du tonus vasculaire
vasomoteur. Les acides EPA et DHA inhiberaient aussi la cyclooxygénase, une enzyme

nécessaire a la formation des prostanoides & partir de I’AA (Anonymous, Lancet, 1988).

Phospholipides membranaires
Phospholipase A,

v Lipoxygénase
Acide arachidonique —® Leucotriénes

Cyclooxygénase

Prostaglandine H

v

Prostacyclines Prostaglandines Thromboxane A,
PGI, D, Ey, Fa

Fig.4 Représentation schématique de la synthése des eicosanoides 3 partir de ’acide
arachidonique

L’intérét suscit¢ par les AG n-3 dans Ia prévention des maladies
cardiovasculaires, reléve de plusieurs observations épidémiologiques. La faible incidence

d’athérosclérose, d’hypertension artérielle et la relation inverse entre I’apport en AG n-3
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et la cholestérolémie dans les populations consommant des quantités importantes de ces
AG, comptent parmi celles-ci (Boona et coll., 1990; Keys, 1980; Mc Millan, 1990;
Oliver, 1989; Rasmanis et coll., 1988, Scott, 1989).

Un apport enrichi de maniére chronique en AG n-3 diminue les taux plasmatiques
de cholestérol et de triglycérides, augmente le temps de saignement, diminue I’agrégation
plaquettaire et entraine une correction de I'hypertension artérielle (Keys, 1980; Kasim et
coll., 1988; Terrano, 1983). Les mécanismes d’action par lesquels les AG n-3
exerceraient ces effets antiathérogéniques sont les suivants:

1) Les AG n-3 moduleraient la production des eicosanoides telles le PGE,, PGI,, le PGI;,
le leucotriéne B, et le thromboxane A; par les cellules du systéme immunitaire.

2) Les AG n-3, par leur intégration 4 la membrane, moduleraient 1a fluidité de celle-ci.

3) Les AG n-3 réguleraient les voies de transduction impliquant la protéine kinase C, le
calcium et les médiateurs lipidiques.

4) Les AG n-3 controleraient Pexpression de génes impliqués dans la production de
cytokines , I’oxydation des AG et la formation des lipoprotéines. Le tableau 4 résume les

effets biochimiques et fonctionnels responsables de I’action anti-athérogénique des AG n-

3
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Tableau 4 Actions anti-athérogéniques des acides gras n-3
(adapté¢ de “Atherosclerosis Risk factor modification by n-3 Fatty Acids” Weber PC.

Atherosclerosis Reviews, Volume 21, 1990)

Diminution de facteurs de risque Augmentation de facteurs de protection

e Métabolites de I’AA * Formation des prostacyclines PGI, et
e Agrégation plaquettaire PGI;

e Synthése de PDGF ¢ Formation et reliche de ’EDRF

¢ Fonction du monocyte /macrophage Activité fibrinolytique

* Production de cytokines (TNF et IL-1) Capacité des globules rouges a se
® Production de radicaux libres déformer

® Pression sanguine e Compliance vasculaire

e Triglycérides

e Fibrinogéne

* Hyperplasie de ’intima

® Viscosité sanguine
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L.4 Problématique, hypothése et objectifs du projet de recherche

Les maladies cardiovasculaires constituent la premiére cause de morbidité et de
mortalité¢ chez les Nord-américains. L’athérosclérose représente en outre une
complication majeure du diabéte de type 2. La pathogenése de cette complication est
multifactorielle et implique la production dans la paroi vasculaire de la LPL
macrophagique. Nous avons démontré que des anomalies métaboliques ou hormonales
présentes dans le diabéte de type 2, entrainent une surexpression de la LPL
macrophagique (Sartippour et coll., 1998). Des niveaux élevés d’AG plasmatiques sont
observés chez les patients diabétiques. Cette anomalie du métabolisme lipidique pourrait
contribuer 4 I’augmentation de production de la LPL macrophagique observée chez ces
sujets. L’hypothése de ce projet est que les AG exercent une action régulatrice directe sur

Pactivité et la production de la LPL macrophagique.

Les objectifs de ce projet sont:

1) de caractériser ’effet de divers types d’AG sur la régulation de la LPL macrophagique.
2) d’établir les mécanismes moléculaires responsables de la régulation de la LPL par les
AG.

3) d’identifier le réle des “peroxisome proliferator-activated receptors” dans la régulation

de la LPL par les AG.
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SUMMARY

Atherosclerosis is a major complication of type 2 diabetes. The pathogenesis of this
complication is poorly understood but clearly involves the production in the vascular
wall of macrophage (Mo) LPL. Mo LPL is increased in human diabetes. Peripheral
factors dysregulated in diabetes, including glucose and free fatty acids (FA), may
contribute to this alteration. We previously reported that high glucose stimulates LPL
production both in J774 murine and human Mo. In the present study, we evaluated the
direct effect of FA on murine Mo LPL expression and examined the involvement of
péroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) in this effect. J-774 Mo were
cultured for 24h with 0.2 mMm unsaturated FA (arachidonic (AA), eicosapentaenoic
(EPA), linoleic (LA)), monounsaturated FA (oleic (OA)) and saturated FA (palmitic
(PA), stearic (SA)) bound to 2% bovine serum albumin. At the end of this incubation
period, Mo LPL mRNA expression, immunoreactive mass, activity and synthetic rate
were measured. Incubation of J-774 cells with LA, PA and SA significantly increased
Mo LPL mRNA expression. In contrast, exposure of these cells to AA and EPA
dramatically decreased this parameter. All FA, with the exception of EPA and OA,
increased extra- and intracellular LPL immunoreactive mass and activity. Intracellular
LPL mass and activity paralleled extracellular LPL mass and activity in all FA-treated
cells. In Mo exposed to AA, LA and PA, an increase in Mo LPL synthetic rate was
observed. To evaluate the role of PPARS in the modulatory effect of FA on Mo LPL
gene expression, DNA binding assays were performed. Results of these experiments
demonstrate an enhanced binding of nuclear proteins extracted from all FA-treated Mo

to the peroxisome proliferator response element (PPRE) consensus sequence of the
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LPL promoter. PA-, SA- and OA-stimulated binding activity was effectively diminished
by immunoprecipitation of the nuclear proteins with anti-PPARq antibodies. In
contrast, anti-PPARy ahtibodies only significantly decreased AA-induced binding
activity. Overall, these results provide first evidence for a direct regulatory effect of FA
on Mo LPL. They also support a role of PPARSs in the regulation of Mo LPL gene

expression by FA.
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INTRODUCTION

Atherosclerosis is the major underlying cause of cardiovascular diseases in adults and
the leading cause of morbidity and mortality among diabetic patients (1-6). It has been
shown that LPL, a secretory product of Mo in the arterial wall, contributes to the
development and progression of atherosclerosis (7-12). We have previously shown
that high glucose enhances LPL production in J774 murine and human Mo (13).
Furthermore, we have recently demonstrated that Mo isolated from patients with type
2 diabetes overproduce LPL (14). Apart glucose, other metabolic factors dysregulated
in diabetes such as FA may play a key role in Mo LPL overproduction associated with
human diabetes. Indeed, FA are increased in the plasma of diabetic patients and are
produced at high concentrations in the arterial wall through the hydrolysis of
triglyceride-rich lipoproteins infiltrating the intima (15).

The role of FA in atherogenesis has been largely characterized over the last
decades. While many evidences have supported a pro-atherogenic effect of saturated
FA (16-20), a protective action with respect to the arterial wall has been attributed to
unsaturated FA (20-25). One major mechanism responsible for the modulatory effect
of FA on the atherogenic process is lipid metabolism. LPL is a major enzyme involved
in the hydrolysis of lipoproteins. Recently, an inhibitory effect of FA on plasma and
adipocyte LPL has been documented. More specifically, it has been shown that rats
fed a high fat diet have decreased plasma and adipocyte LPL activity levels (26) and
that high-fat feeding of normal subjects causes an impairment of insulin-stimulated
LPL activity in adipose tissue (27). In addition, fasting and catecholamines, which

stimulate lipolysis and increase plasma FA levels, have been reported to decrease



58

adipocyte LPL activity (28). Because LPL gene expression in adipose tissue is
increased (29) or unaffected by FA (30,31), post-translational mechanisms have been
implicated in the regulation of adipocyte LPL by these metabolic agents.

Despite the potential key role of Mo LPL and EA in atherogenesis associated with
diabetes, the regulatory effect of FA on Mo LPL expression has not been investigated.
Based on our previous resuits showing a similar metabolic regulation of LPL
expression in murine and human Mo (13), we investigated in the present study the
direct regulatory effect of FA on LPL in J774 murine Mo. Our data demonstrate that FA

directly modulate Mo LPL expression and suggests a role of PPARs in this effect.



59

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Reagents

Fetal calf serum (FCS) was purchased from Wisent (St-Bruno, Qc). Dulbecco's
minimal essential medium (DMEM), penicillin-streptomycin and heparin were obtained
from Gibco BRL (Grand Island, NY). Sodium salt FA, FA-free bovine serum albumin
fraction V (BSA) and dextran sulfate were obtained from Sigma (St-Louis, MO).
Cesium chloride, glycin, sodium dodecyl sulfate (SDS) and formaldehyde solution
were obtained from Fischer (Fair Lawn, NJ). [**P] dCTP (specific activity 3000Ci/mmol)
and [*S] methionine (specific activity 1000Ci/mmol) were provided by ICN
Biochemicals (Costa Mesa, CA).

Murine Mo

The J774 murine Mo cell line was obtained from American Type Cell Collection
(Rockville, MD). 7x10® murine Mo were cultured in DMEM containing 10% FCS and
1% penicillin-streptomycin. Mo were incubated for 24h in serum-free DMEM in
presence of 0.2 mM of various FA including polyunsaturated FA (arachidonic (AA),
eicosapentaenoic (EPA) and linoleic (LA)), monounsaturated FA (oleic (OA)) and
saturated FA ( palmitic (PA) and stearic (SA)) bound to 2% BSA. Serum-free DMEM
supplemented with 2% BSA was used as control. Under these experimental
conditions, FA-to-albumin molar ratio was approximatively 1, value which is within

physiological levels.
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Analysis of LPL mRNA expression

Northern Blot analysis: Following treatment with FA, Mo were lysed with guanidine

isothiocyanate. Total RNA was purified by centrifugation through a cesium chloride
gradient (32). Twenty pg of total RNA was separated on a 1.2% agarose gel
containing 2.2 mol/l of formaldehyde (33). The biots were prehybridized for 8h in
prehybridization buffer. The mRNA expression was analysed by hybridization with [*2P]
dCTP-labeled murine LPL and S28 cDNA probes. Hybridization was detected by
autoradiography with Kodak Biomax Film (Rochester, NY). mRNA expression was
quantified by high resolution optical densitometry (Alpha Imager 2000, Packard
Instruments, Meriden CT). LPL mRNA levels were normalized to the levels of S28
MRNA and expressed as percentages of control values.

Electrophoretic mobility shift assay

The isolation of the nuclei was performed as previously described (34). Briefly, 5x107
J774 cells were collected, washed with cold phosphate buffered salt solution (PBS),
and lysed in 1 ml of ice-cold buffer A (15 mmol/l KCI, 2 mmol/MgCl,, 10 mmol/|
HEPES, 0.1% phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 0.5% Nonidet P-40). After a
10-min incubation on ice, lysed cells were centrifuged and the nuclei were washed
with buffer A without Nonidet P-40. The nuclei were then lysed in a buffer containing 2
mol/l KCI, 25 mmol/l HEPES, 0.1 mmol/l ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and
1 mmol/l dithiothreitol (DTT). After a 15-min incubation period, a dialysis buffer (25
mmol/l HEPES, 1 mmol/l DTT, 0.1% PMSF, 2 ug/ml aprotinin, 0.1 mmol/EDTA and
11% glycerol) was added to the nuclei preparation. Nuclei were collected by

centrifugation for 20 min at 13,000 rpm. Aliquots (50pl) of the supernatants were
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frozen at -70°C, and protein concentration was determined. DNA retardation (mobility
shift) electrophoresis assays were performed as previously described by Fried and
Crothers (35). Briefly, 5 Hg nuclear extracts were incubated for 15 min in the presence
of 5x binding buffer (125 mmol/l HEPES, pH 7.5, 50% glycerol, 250 mmol/i NaCl,
0.25% Nonidet P-40, 5 mmol/l DTT) in the presence or absence of 200ng anti-PPAR
a, B, (Santa Cruz, Biotechnology inc, Santa cruz, CA) or y (Calbiochem, La Jolla, CA)
antibodies. End-labeled double-standed consensus sequences of the LPL promoter
PPAR-enhancing element (20,000 cpm per sample) were then added to the samples
for 30 min. Samples were analysed on a 4% nondenaturating polyacrylamide gel
(PAGE), containing 0.01% Nonidet P-40. The specificity of the nuclear protein binding
was assessed by incubating the nuclear proteins isolated from murine macrophages
with labeled DNA probe in the presence of a 1000-molar excess of unlabeled DNA
probe.

DNA probes

The cDNA probes for detection of murine LPL was prepared by polymerase chain
reaction technique. cDNA was obtained from total RNA using a reverse transcription
reaction. Two synthetic primers spanning bases 255-287 and 1,117-1,149 of the LPL
cDNA, were used to enzymatically amplify a 894-base pair region of the LPL probe.
The cDNA probe for S28 was obtained from American Type Cell Collection (Rockville,
MD). A 20-mer double stranded oligonucleotide containing the PPRE consensus
sequence of the human LPL gene  promoter  (36) ‘(sense 5 -
CGTCTGCCCTTTCCCCCTCT-3" antisense: 5’-GAGAAGAGGGGGAAAGGGCA—3’)

was synthesized with the aid of an automated DNA synthesizer. After annealing, the
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double-stranded oligonucleotide was labeled with [y-*2P] ATP by using the Boehringer-

Mannheim 5'-end-labeling kit (Indianapolis, IN).

Determination of murine LPL immunoreactive mass and activity

2 x10° J774 cells were incubated for 24h in DMEM containing 0.2 mM FA. One hour
before the end of the incubation period, 100 U/ml heparin was added to the medium.
Extra- and intracellular LPL immunoreactive mass and activity were determined in the
supernatants and in 0.5 N NaOH cell lysates using the Markit-F-LPL kit (Dainippon,
Pharmaceutical, Osaka, Japan) (37) and the confluolip kit (Progen, Heidelberg,
Germany) (38), respectively. LPL mass and activity were normalized to the levels of
total cell proteins.

Immunoprecipitation assay

Following treatment with the appropriate FA, 1x10° cells were washed twice with PBS
and incubated for 1h with methionine-free DMEM. Cells were then metabolically
labeled with 100 pCi [358] methionine for 4h and chased for 1h with complete DMEM.
Radiolabeling was ended by the addition of lysis buffer (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150
mM NaCl, 100 pg/ml PMSF, 1% Triton X-100). Immunoprecipitation of LPL in cell
lysates was performed as follows. After centrifugation of homogenates at 17,000 g for
20 min. at 4°C, the supernatant was collected and used for immunoprecipitation. The
samples (200 pg total cytoplasmic proteins) were incubated at 4° for 4h with 10 ng of
the monoclonal anti-LPL antibody 5D2 (a generous gift of Dr J.D. Brunzell, University
of Washington, Seattle) followed by incubation with 10 pl goat anti-mouse IgG

antiserum (Bio Rad, Hercules, CA). The immunocomplexes were collected on protein
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A/G PLUS-agarose beads (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA), washed
twice with Tris-buffered saline (TBS) containing 0.2% NP-40, 2 mM EDTA, 500 mM
NaCl, then with TBS only. The pellet was resuspended in 1x SDS-loading buffer (50
mM Tris-HCI pH 6.8, 100 mM DTT, 2% SDS, 0.1% bromophenol blue, 10% glycerol),
boiled for 10 min and the samples were subjected to a 8% SDS-PAGE (39).
Immunoprecipitation of cytoplasmic proteins isolated from heparin-stimulated Mo was
used as positive control (40). Immunoprecipitation with the irrelevant anti-human
interleukin-6 antibody (10 ug) (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA) was
used as negative control. After autoradiography, the intensity of the bands was
quantified by densitometry using an image analysis scanning system (Alpha Imager
2000, Packard Instruments, Meriden, CT).

Determination of cell viability

Cell viability after treatment with FA was assessed by trypan blue exclusion. Viability
was consistently found to be higher than 90%.

Determination of protein concentrations

Protein concentration was measured according to the Bradford method (41) using a
colorimetric assay (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada) and BSA as standard.
Statistical Analysis

Statistical analysis of the results were done by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Student-Newman-Keuls test for multiple comparisons. All values were
expressed as the mean + standard error of the mean (SEM). A value of P<0.05 was

considered significant.
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RESULTS

Effect of FA on Mo LPL mRNA expression.

The kinetic effect of FA on LPL mRNA expression was determined by incubating J774
cells in the presence of FA for 3 to 48h. The earliest changes in LPL mRNA levels in
response to saturated and polyunsaturated FA were observed after a 6 and 12h
incubation period, respectively (data not shown). Maximal effect of all tested fatty acids
on macrophage LPL gene expression was observed at 24h (Fig.1A). Incubation of
J774 cells in presence of LA, PA and SA for 24h significantly increased Mo LPL mRNA
levels. Maximal effect was observed with saturated FA (LPL mRNA levels (% over
basal values) : PA:150+ 20% : SA:140+ 15%, P<0.001). LPL mRNA levels were also
positively modulated by LA and OA (LPL mRNA levels (% over basal values) :
LA 1133+ 6%, P<0.001: OA 116+ 22%, P>0.05). In contrast, exposure of Mo to AA
and EPA dramatically decreased LPL mRNA levels (LPL mRNA levels (% of basal
values) AA : 48+ 6%, P<0.001; EPA:60+ 5%, P<0.001). Under these experimental
conditions, no modulation of the rRNA expression of S28 was observed (Fig.1B). LPL
MRNA levels normalized to the levels of S28 rRNA are presented in Fig.1C.

Effect of FA on Mo LPL immunoreactive mass and activity.

The levels of extra- and intracellular LPL immunoreactive mass and activity,
normalized to the levels of total cell proteins, in FA-treated Mo are illustrated in Fig.2.
Treatment of J774 cells for 24h with AA, LA, PA and SA increased extra- and
intracellular LPL immunoreactive mass (Fig.2A,B) and activity (Fig.2C,D). In contrast,

exposure of Mo to OA and EPA did not significantly alter these parameters (Fig.
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2A,B,C,D). Relative content of LPL mass and activity within vs heparin-released from
cells remained constant following treatment of the cells by FA (data not shown).

Effect of FA on Mo LPL synthetic rate.

To determine the effect of FA on Mo LPL synthesis, Mo were pulse-labeled in the
presence of FA and cell extracts were immunoprecipitated to yield the radiolabeled
LPL protein. Heparin-stimulated cells and immunoprecipitation with an irrelevant
antibody were used as positive and negative controls, respectively. As illustrated in
figure 3, treatment of J774 cells with AA, LA and PA for 24h led to a significant
increase in LPL synthetic rate (LPL synthetic rate (% over basal values) : AA: 153 +
18% ; LA :168+ 8%: PA: 142+ 5% P<0.05). In contrast, EPA, OA and SA did not
affect this parameter (Fig.3). LPL synthesis in FA-treated Mo, expressed as
percentages of control values, is illustrated in figure 3B.

Effect of FA on the binding of nuclear proteins to the regulatory PPRE sequence
of the LPL gene promoter.

Exposure of Mo for 24h to all FA resulted in a dramatic increase in the binding of
nuclear proteins to the PPRE consensus sequence of the LPL promoter (Fig.4A,B).
This binding was specifically competed in the presence of a 1000-fold molar excess of
the unlabeled PPRE oligonucleotide (data not shown). While immunoneutralization of
nuclear proteins with anti-PPARy antibodies only effectively reduced AA-stimulated
binding activity (Fig. 4A), incubation of nuclear extracts in presence of anti-PPARq
antibodies decreased PA-, SA- and OA-stimulated binding activity to the PPRE
sequence (Fig.4B). In contrast, no effect of anti-PPARR antibodies on FA-stimulated

binding activity to the PPRE sequence was observed (data not shown).
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DISCUSSION

The present study demonstrates that FA exert a direct regulatory effect on Mo LPL
expression. Key elements in the lipid signal transduction pathway include transport of
exogenous FA into cells, metabolism of FA to second messengers, trafficking of the
messengers to the nucleus and regulation of gene transcription via association with
nucleus co-activators or repressors. A wide number of adipocyte lipid related genes,
including the adipocyte lipid binding protein (42-43), has been shown to be regulated
by exogenous FA (43-44). Our results demonstrating that FA exert a direct modulatory
effect on Mo LPL mRNA levels indicate that LPL is also a target gene for FA in Mo.
Regulation of Mo LPL gene expression by FA may involve transcriptional factors such
as PPARs (45) or FA activated receptors (FAARs) (42) which both recognize the
putative PPRE sequence present in the LPL gene. Alternatively, based on the well
documented stimulatory effect of FA on protein kinase C (PKC) (46) and on the key
role of PKC and c-fos in the regulation of the LPL gene (46-48), a role of c-fos in the
regulation of Mo LPL gene expression by FA may be postulated.

Results presented here suggest that FA, including PA, SA and AA, might exert their
regulatory effect on Mo LPL gene expression, at least partly, through a PPAR-
dependent mechanism. Indeed, we found that these well characterized ligands and
activators of PPARs (49) directly regulate Mo LPL gene expression and enhance in a
PPAR-specific manner, the binding activity of nuclear proteins to the PPRE element
present in the LPL gene. Apart PPARs, FAARs which also recognize the putative
PPRE sequence present in the LPL gene promoter are likely to be involved in the

regulation of Mo LPL gene expression by exogenous FA. This possibility may apply to
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LA and EPA that enhance the binding activity to the PPRE sequence in a PPAR-
independent manner. Alternatively, a role of c-fos in the regulation of Mo LPL by FA
may be proposed. This hypothesis merits particular consideration in the case of LA
and EPA that regulate the PKC/c-fos signaling pathway (50-52) and induce parallel
changes of Mo c-fos and LPL MRNA expression (personal observations).

While saturated FA bind to PPARa with high affinity, unsaturated FA bind to ajl three
PPAR subtypes with varying affinities. Of the unsaturated FA tested in the present
study, LA and OA show higher affinity for PPARa, while AA and EPA interact more
efficiently with PPARY (49). Our findings that FA which function as PPARa« ligands,
enhance Mo LPL gene expression and our observations that anti-PPARa decreases
the enhanced binding of nuclear proteins isolated from SA-, PA- and OA-treated Mo to
the PPRE regulatory domain of the LPL gene suggest a positive relationship between
PPARa activation and Mo LPL gene expression. Whether a PPAR signalling pathway
is involved in the Suppressive effect of AA and EPA on Mo LPL gene regulation is
presently unclear. Indeed, despite the previous evidence for a role of PPARy és a
negative regulator of Mo gene expression (53-54), the net effect of PPARY ligands on
Mo LPL gene expression has not been studied. Although our results demonstrate that
PPARy binding to the PPRE Seéquence occurs in AA-treated Mo, they did not provide
evidence for a role of this transcription factor in the EPA-induced DNA binding activity
to the PPRE sequence. Apart PPAR, various transcription factors including FAAR (42),
hepatocyte nuclear factor-4 (55) and chicken ovalbumin upstream promoter

transcription factor (56) may bind to the PPRE DNA target site. Whether these
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transcription factors may contribute to the suppressive effect of AA and EPA on Mo
LPL gene expression remains to be investigated.

LPL producing cell types have the capacity to control this enzyme at a variety of levels
(28-30). While adipocyte LPL regulation in résponse to FA has been proposed to take
place mainly at the post-transcriptional level (30), our results suggest that Mo LPL
regulation may occur both at the transcriptional and post-transcriptional level in
response to FA. Because changes in LPL mRNA levels upon exposure of Mo to LA
and PA are of the same size as changes in the LPL synthetic rate and secretion, one
may hypothesize that Mo LPL regulation in response to these agents occurs primarly
at the transcriptional level. Although we did not perform run-on assays, data showing
that nuclear proteins isolated from Mo exposed to these FA bind to the LPL promoter
PPRE sequence seem to support this possibility. In contrast, our results which
demonstrate that changes in LPL gene expression following treatment of Mo with SA,
AA and EPA do not correlate with changes in LPL synthetic rate and/or secretion,
indicate that these FA regulate Mo LPL at the post-transcriptional level. Our finding
that LPL synthetic rate paralleled protein activity in AA- and EPA-treated Mo indicates
that translational events are involved in the effect of these FA on Mo LPL. In contrast,
our observation that LPL protein synthesis is unaffected by SA whereas LPL secretion
is increased in SA-treated Mo reflects post-translational control of LPL by this FA.
Although the mechanisms involved in the translational control of Mo LPL by AA and
EPA are unknown, it is possible that these FA may increase LPL translation
processing by activating cytoplasmic frans stimulating proteins which bind to the

mMRNA 3’ UTR. This possibility is supported by the observation of Kern et al (57)
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showing that LPL translational regulation by thyroid hormone is exerted via a
cytoplasmic protein interacting with the 3’ untranslated region of the LPL mRNA.

Multiple evidences indicate that dietary saturated FA represent a risk factor for
atherosclerosis (16-20). Based on the proatherogenic effects of LPL secreted by Mo in
the subendothelial space, our results which demonstrate that saturated FA increase
Mo LPL production suggest a new mechanism by which these metabolic factors may
promote atherogenesis. In contrast to saturated FA, intake of polyunsaturated n-3 FA
has been associated with a lower incidence of cardiovascular events (24, 58-59). One
mechanism by which n-3 FA may favorably affect the atherogenic process is by
reducing the secretion of proatherogenic cytokines by Mo. In accordance with our
previous observation showing a reduction in LPL mRNA levels in Mo isolated from
mice fed a fish oil-enriched diet (60), we found that incubation of Mo with n-3 FA for
24h decreases Mo LPL gene expression and that prolonged incubation (48h) of Mo
with this FA reduces Mo LPL secretion (data not shown). Overall, these data suggest
that a relative reduction in Mo LPL production may contribute to the cardioprotective
effect of n-3 FA. Macrophages are able to utilize glucose, glutamine and FA as energy
sources (61). Because complete oxidation of glucose and glutamine is limited in Mo,
FA oxidation may provide, under various circumstances, a significant proportion of the
energy required by these cells. In particular, these metabolic factors may constitute, in
the energy limited environment of the atherosclerotic plaque, the crucial fuel for
activated Mo energy expenditure. Infiltration of triglyceride-rich lipoproteins into the
arterial wall and hydrolysis of these particles by LPL are likely to release high

concentrations of FA in the subendothelial space of the vessels. Although the levels of
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FA to which Mo are exposed in vivo are unknown, increased serum levels of unbound
free FA have been documented in patients undergoing coronary angioplasty (62).
Whether the concentrations of unbound free FA used in our experimental conditions
reflect the levels of FA to which macrophages are exposed in the arterial wall, is
presently uncertain.

Data generated by the current study suggest that production of FA in the arterial wall
may regulate the production of Mo LPL at vascular sites. Because lipoproteins isolated
from diabetic patients show increased levels of saturated FA and LA (63) and low
levels of n-3 FA, infiltration of these particles in the arterial wall may favor the induction
of Mo LPL that we previously reported in human type 2 diabetes (13). Enhanced
production of Mo LPL in the arterial wall may contribute to the accelerated
atherosclerosis associated with diabetes.

In conclusion, the present study provides first evidence for a direct regulatory effect of
FA on macrophage LPL. It also supports a role of PPARs in the control of Mo LPL by
FA.
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FIG. 1. Effect of FA on murine macrophage LPL mRNA expression. J774 cells
were cultured for 24 h in presence of 0.2 mM arachidonic acid (AA),
eicosapentaenoic acid (EPA), linoleic acid (LA), oleic acid (OA), palmitic acid (PA)
and stearic acid (SA). At the end of the incubation period, cells were lysed and total
RNAs were extracted and analysed by Northern Blot analysis for LPL mRNA (A)
and S28 rRNA (B). C : LPL mRNA levels normalized to the levels of S28 RNA. Data

represent the mean + SEM of five experiments. *P< 0.05, **P<0.01 vs. controls.
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FIG.2. Effect of FA on murine macrophage LPL immunoreactive mass and
activity. J774 cells were cultured for 24 h in presence of 0.2 mM arachidonic acid
(AA), eicosapentaenoic acid (EPA), linoleic acid (LA), oleic acid (OA), palmitic acid
(PA) and stearic acid (SA). At the end of the incubation period, LPL immunoreactive
mass (A-B) and activity (C-D) were measured in the culture medium and LPL
intracellular activity was determined in cells lysates (C). All values represent LPL mass
and activity normalized to the levels of total cell proteins. Data represent the mean +

SEM of five experiments. *P< 0.05, **P<0.01 vs. controls.
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FiG. 3 Effect of FA on Mo LPL synthesis. J774 cells were cultured for 24h in
presence of 0.2 mM arachidonic acid (AA), eicosapentaenoic acid (EPA), linoleic acid
(LA), oleic acid (OA), palmitic acid (PA) and stearic acid (SA) and then incubated for
Th in methionine-free medium. Cells were next labeled with [**S]-methionine for 4h
and chased for 1h with complete DMEM. LPL was immunoprecipitated by incubating
total cytoplasmic proteins with 10 pg of the monoclonal anti-LPL antibody 5D2. A :
SDS-PAGE of cytoplamic proteins isolated from Mo treated with FA or heparin- (CTL+)
and immunoprecipitated with the anti-LPL antibody. CTL- : SDS-PAGE of cytoplasmic
proteins isolated from Mo treated with FA and immunoprecipitated with the irrelevant
anti-human interleukin-6 antibody. B : Graph bar showing LPL synthesis in FA-treated
Mo. Data represent the meant SEM of three independent experiments. *P<0.05 **P <

J.01 vs. controls.
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FIG.4. Effect of FA on the binding of nuclear proteins to the regulatory PPRE

sequence of the LPL gene promoter. J774 cells were cultured for 24h in presence of
0.2 mM arachidonic acid (AA), eicosapentaenoic acid (EPA), linoleic acid (LA), oleic
acid (OA), palmitic acid (PA) and stearic acid (SA). At the end of this incubation penod
nuclear proteins were isolated from the cells and incubated with end-labeled double-
standed consensus séquences of the LPL promoter PPAR-enhancing element. In
Some experiments, nuclear proteins were incubated in presence of anti-PPARq, and y
antibodies. Retardation was assessed by gel electrophoresis in 4% PAGE. Data
represent the results of one representative experiment out of four. A - Binding activity
of nuclear proteins extracted from AA-, EPA- and LA-treated Mo. B - Binding activity of

nuclear proteins extracted from OA-, PA- and SA-treated Mo.
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II1. Discussion

Les maladies cardio-vasculaires causées par D’athérosclérose constituent la
premiére cause de morbidité et de mortalité dans les pays industrialisés. Le diabéte de
type 2 est associé a une prévalence accrue de maladies cardio-vasculaires (DeFronzo et
coll., 1991; Stegmayr et coll., 1995; Shantaram, 1999). Parmi les anomalies métaboliques
associces au diabéte de type 2, Phyperglycémie et la dyslipidémie représentent sans nul
doute des déterminants majeurs des complications vasculaires assocides a cette rﬁaladie
(Weber, 1990).

Divers arguments plaident en faveur d’un role majeur de la LPL macrophagique
dans la pathogenése de I’athérosclérose (Mead et coll., 1999; Renier et coll., 1993;
Semenkovich et coll., 1998). Nos études démontrant que de hautes concentrations de
glucose stimulent in vitro la production de LPL macrophagique (Sartippour et coll., 1998)
et que la LPL macrophagique est augmentée chez les sujets diabétiques de type
2 (Sartippour et coll., 2000) suggeérent un role de cette enzyme dans la pathogenése de
Iathérosclérose associée au diabéte.

Outre I’hyperglycémie, diverses anomalies métaboliques présentes dans le diabéte
de type 2, telles la dyslipidémie, pourraient étre responsables de I’induction de la LPL
macrophagique chez le patient diabétique. L’observation que I’incubation de cellules
macrophagiques humaines en présence de VLDL hypertriglycéridémiques augmentent la
production de LPL (Ishibashi et coll., 1989) appuie cette hypothése. Les anomalies
quantitatives et qualitatives lipidiques majeures associées au diabéte de type 2 sont
Phypertriglycéridémie, la diminution des taux plasmatiques des HDL (Kreisberg, 1998),

la présence de LDL petites et denses et Ienrichissement des lipoprotéines en triglycérides
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(Erkelens, 1998). 11 est bien connu que la taille et la composition des particles de LDL
sont des facteurs déterminant leur athérogénicité (Griffin et coll., 1999). Dans le diabéte,
la taille des particules de LDL est diminuée et la composition de ces particules est altérée,
€t ce tout particuliérement, chez les sujets présentant un mauvais contrdle glycémique
(Erkelens, 1998). La composition des LDL en acides gras est un déterminant majeur de
’oxydabilité et donc de I’athérogénicité de ces particules et leur taille est inversément
corrélée a la concentration plasmatique en AG (Vazquez et coll., 1998; Rudel et coll.,
1995). L’augmentation des niveaux d’AG libres dans la circulation des sujets diabétiques
de type 2, est la conséquence d’une activité lipolytique accrue au niveau du tissu adipeux
et est impliquée dans la pathogenése du diabéte de type 2. L’augmentation des niveaux
plasmatiques d’AG a été impliquée dans le développement de 1’insulinorésistance
(Weisenthal et coll., 1999) et semble exercer & long terme un effet cytotoxique pour la
cellule béta.

L’altération quantitative et qualitative des lipoprotéines associée au diabéte
facilite leur accumulation dans I'espace sous-endothélial (Erkelens, 1998). Les
lipoprotéines captées dans 1’intima vasculaire y sont hydrolysées sous I’action de la LPL,
geénérant dés lors la reldche d’AG. Ces AG libérés dans la paroi vasculaire seront utilisés
comme substrats énergétiques pour les cellules vasculaires et/ou pourront agir en tant que
molécules de signalisation dans la régulation de la fonction cellulaire. Nos résultats qui
démontrent que les AG exercent in vitro un réle modulateur direct sur l"expression et la
production de la LPL macrophagique suggérent que la libération d’AG dans la paroi

vasculaire, puisse en régulant les niveaux de sécrétion de la LPL dans la lésion



87

athéromateuse, étre impliquée dans la pathogenése de I’athérosclérose chez les sujets
diabétiques.

Nos données indiquent clairement que I’acide linoléique, 1’acide palmitique et
P’acide stéarique stimulent in vitro la production et I’activité de la LPL macrophagique.
Ces données sont particulierement intéressantes au vu de nos résultats antérieurs
(Sartippour et coll, 2000) et de ceux de Prescott et coll. (1999) démontrant
respectivement une surproduction de LPL macrophagique et un enrichissement marqué
des lipoprotéines en acide linol€éique et en acides gras saturés dans le diabéte humain. La
surproduction de LPL macrophagique observée chez les sujets diabétiques de type 2 étant
clairement dépendante de la présence de facteurs périphériques (Sartippour et coll, 2000),
ces résultats suggérent que ’altération de composition des lipoprotéines en acides gras
puisse contribuer a la production excessive de LPL macrophagique associée au diabéte.
Cet effet pro-athérogénique pourrait étre potentialisé par I’effet de ’hyperinsulinémie qui
en induisant I’expression des récepteurs des LDL & la surface des cellules vasculaires
pourrait accroitre la captation et la rétention des LDL dans la lésion athéromateuse
(Arrants et coll., 1994).

Nos résultats indiquent aussi que les acides arachidonique et eicosapentaenoique,
inhibent de maniére importante ’expression de ’ARNm de la LPL macrophagique et
stimulent et inhibent respectivement la production de LPL macrophagique. Les voies de
signalisation impliquées dans la régulation de la LPL par ces acides gras demeurent
inconnues. Cependant, divers meécanismes d’action peuvent étre envisagés. L’acide
arachidonique est un précurseur de la syntheése des PG incluant la PGE, un facteur

inhibant 1’expression génique de la LPL macrophagique (De Sanctis et coll., 1994). La
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diminution des niveaux d’ARNm de la LPL macrophagique induit par [’acide
arachidonique pourrait donc s’expliquer par ’augmentation de la synthése intracellulaire
de cette PG. La PGE; inhibant aussi la sécrétion de la LPL macrophagique (De Sanctis et
coll., 1994), son réle dans la régulation post-transcriptionnelle de la LPL par I’acide
arachidonique est peu probable. Bien que d’autres métabolites dérivés de 1’acide
arachidonique et produits par I’action de la lipoxygénase et/ou de la cyclooxygénase
puissent théoriquement étre responsables de [’augmentation de sécrétion de la LPL
macrophagique par ’acide arachidonique, leur nature reste 2 étre identifie.

L’acide eicosapentaenoique, un AG polyinsaturé n-3, diminue aussi I’expression
de PARNm de la LPL. Cet AG diminue en outre la sécrétion de cette enzyme
lorsqu’incubé 48h en présence des cellules macrophagiques (observations personnelles).
Depuis quelques années, plusieurs études ont tenté d’élucider les mécanismes
responsables de I’effet cardio-protecteur des acides gras n-3. L’étude des effets de ces
AG sur la régulation de la LPL chez le sujet diabétique de type 2 démontre un réle
inducteur des acides gras n-3 sur I’expression de la LPL adipocytaire, responsable d’une
diminution des triglycérides plasmatiques et d’une amélioration de la sensibilité 3 ’action
de I’insuline. Nos données démontrant un effet inhibiteur de ’acide eicosapentaenoique
sur P’expression de la LPL macrophagique supportent les résultats de Renier et coll,,
(1993) rapportant un effet inhibiteur d’une diete enrichie en AG n-3 sur les niveaux
d’ARNm et la sécrétion de LPL macrophagique. Puisque les AG n-3 stimulent 1’activité
de la LPL plasmatique, le role cardio-protecteur des acides gras n-3 pourrait au moins
partiellement impliquer une augmentation périphérique de la LPL et une inhibition de Ia

relache de LPL macrophagique dans la paroi vasculaire. L’effet inhibiteur de ’acide



89

eicosapentaenoique sur I’expression de la LPL macrophagique pourrait étre attribuable a
son effet suppresseur sur 1’activité de la PKC macrophagique (Tappia et coll., 1995).

La dicte méditerranéenne, dont le principal constituant est I’acide oléique, exerce
des propriétés cardio-protectrices. Ses effets bénéfiques ont été attribués a la capacité de
P'acide oléique d’inhiber la réponse inflammatoire, 1’expression des molécules
d’adhésion, I’oxydation des lipoprotéines et finalement la synthése du cholestérol. L’effet
de I’acide oléique sur I’expression in vitro de la LPL macrophagique fut étudié par Sofer
et coll., (1992) utilisant la lignée cellulaire tumorale J774. Ces auteurs rapportent que des
concentrations de 0.2mM d’acide oléique n’affectent pas de maniére significative
Iactivité de la LPL alors que des concentrations élevées de cet AG (0.6mM) suppriment
I"activité de la LPL et I’accumulation de triglycérides dans le macrophage. Nos résultats
démontrant que des concentrations physiologiques d’acide oléique n’influencent pas la
production et Iactivité de la LPL macrophagique sont similaires aux résultats produits
par ces auteurs et lui conférent plutt un role neutre en ce qui concerne la régulation de
cette enzyme. L’effet inhibiteur de concentrations élevées d’acide oléique sur I’activité de
la LPL pourrait s’expliquer, en partie, par I’effet cytotoxique de I’acide gras sur le
macrophage. En effet, tel qu’observé par un test d’exclusion au bleu trypan, ’incubation
des J774 en présence de 0.8mM d’acides gras pour une période de 6h diminuait la
viabilit¢ d’environ 30%. Cette inhibition de 1’enzyme par I’acide oléique pourrait aussi
s’expliquer par un mécanisme de rétro-controle empéchant alors les produits
hydrolytiques des triglycérides d’étre produits plus rapidement qu’ils ne sont utilisés par

la cellule.
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La régulation de la LPL que nous avons documentée suite au traitement des
macrophages par certains acides gras, implique clairement des mécanismes
transcriptionnels. I est bien documenté que les AG, par leur capacité a moduler
I'expression génique, régulent le métabolisme, la prolifération et la différenciation
cellulaire. Plusieurs geénes reliés au métabolisme des lipides sont modulés par les AG
(Grimaldi et coll., 1999; Hertzel et coll., 1998; Keller et coll., 1993 Heuvel et coll., 1999;
Auwerx et coll., 1996). Les éléments clés impliqués dans la voie de signalisation des
lipides incluent le transport des AG exogenes dans la cellule, leur conversion en seconds
messagers, la migration des messagers du réticulum endoplasmique vers le noyau et la
régulation de la transcription geénique par liaison & un activateur ou & un inhibiteur
nucléaire. L’effet modulateur des AG ou de leurs métabolites sur la transcription des
génes peut s’exercer soit directement, soit indirectement en stimulant ou inhibant la
synthése de certains facteurs de transcription qui se lieront au promoteur du gene ciblé.

Nos résultats démontrant une modulation des niveaux d’ARNm de la LPL
macrophagique par les AG indiquent que cette enzyme est aussi un gene ciblé par les AG.
Ces données corroborent celles genérées par Yin et coll. démontrant une régulation de
I'expression génique de la LPL adipocytaire par les AG (Yin et coll, 1997). Les
meécanismes moléculaires responsables de la régulation de la transcription du géne de la
LPL par les AG sont mal connus. Récemment, le role des PPARs dans 1effet
transcriptionnel des AG a été documenté. Nos données démontrant I’implication de ces
facteurs de transcription dans la régulation de la LPL macrophagique par les AG
confirment cette donnée. Nos résultats suggerent que [I’isoforme PPARq puisse

contribuer & I’effet stimulant des AG saturés, tels les acides palmitique et stéarique, sur
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’expression génique de la LPL macrophagique. Cette relation possible entre I’activation
de PPARa et la stimulation de I’expression génique de la LPL macrophagique est
appuyée par les résultats de Sartippour et coll. (2000), démontrant que le glucose, un
facteur stimulant I’expression génique de la LPL macrophagique, augmente aussi les
niveaux d’ARNm de PPARa dans cette cellule. A I'opposé, le role des PPARs dans la
régulation génique de la LPL macrophagique par les AG polyinsaturés semble beaucoup
plus questionnable. En effet, bien que nous ayons pu démontrer que ces AG induisent la
liaison de protéines nucléaires 4 I’élément de réponse PPRE, nous n’avons pu identifier
ces protéines comme appartenant 4 la famille des PPARSs.

Nos observations démontrant que les acides arachidonique et eicosapentaenoique,
qui lient de maniére préférentielle 1’isoforme PPARy, suppriment ’expression génique de
la LPL suggérent une action inhibitrice de cet isoforme dans la régulation
trancriptionnelle de la LPL macrophagique. L’effet de I’activation de PPARy sur la
régulation de la LPL macrophagique étant inconnu, des études sont actuellement en cours
dans notre laboratoire pour déterminer in vitro le role de ligands de cet isoforme sur les

niveaux d’ARNm de la LPL macrophagique.

Le r6le des PPARs dans le développement de I’athérosclérose a été
particuliérement bien investigué ces derniéres années. Ainsi, il a été¢ démontré que les
ligands de PPARY inhibent de maniére générale ’activation macrophagique, réduisant
spécifiquement ’expression de diverses cytokines et molécules d’adhésion et inhibant
I’expression d’iNOS macrophagique (Ricote et coll., 1998). Il a aussi été démontré que

Iactivation de PPARy inhibe I’activité de la métalloprotéinase-9, une enzyme impliquée
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dans la dégradation de la matrice cellulaire de la plaque (Ricote et coll., 1998; Marx et
coll., 1998). Ces divers résultats, ajoutés a ceux démontrant divers effets anti-
inflammatoires de PPARY, suggerent un rdle potentiellement protecteur de ce facteur de
transcription dans le développement de I"athérosclérose. Cette hypothése est appuyée par
des résultats d’études préliminaires montrant que le traitement des sujets diabétiques de
type 2 par les thiazolidinediones, des ligands de PPARYy, prévient le développement des
lésions athéromateuses chez ces sujets (Komers et coll., 1998; Rocchi et coll., 1999).

Il existe toutefois d’autres évidences suggérant un rdle potentiellement
proathérogénique de PPARy. Ainsi, I’étude de Ricote et coll. (1998), portant sur
I’expression macrophagique de PPARy dans la Iésion athéromateuse, a permis de
démontrer que ce facteur de transcription est exprimé par les cellules spumeuses
présentes dans ces lésions. Il a aussi été rapporté que l’activation de PPARy induit
Pexpression du récepteur “scavenger” CD36, un récepteur favorisant la captation de LDL
oxydées par les macrophages (Nagy et coll. 1998; Tontonoz et coll.1998) et favorise la
différenciation des cellules monocytaires en macrophages (Tontonoz et coll., 1998). Une
augmentation d’expression de PPARYy par les macrophages a finalement été observée
suite a I’incubation de ces cellules en présence de divers facteurs pro-athérogéniques, tels
les LDL oxydées, le M-CSF et le GM-CSF (Ricote et coll., 1998).

Le role de PPARa a pour sa part ét€ présenté comme étant essentiellement
antiathérogénique. Ainsi, il a été documents que les agonistes de PPAR« favorisent Ia
captation et I’oxydation des AG par les hépatocytes et les myocytes, via une stimulation
de la LPL plasmatique et une inhibition de I’apo C-III. Devchand et coll. (1996) ont aussi

suggeré que ’activation de PPARq, par les eicosanoides puisse stimuler le catabolisme de
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ces facteurs par les voies de la béta et de ’oméga oxydation. Considérant le role pro-
inflammatoire de certains de ces médiateurs lipidiques, ce processus pourrait réduire la
durée de la réponse inflammatoire. PPARq est exprimé par les cellules de la Iésion
athéromateuse et pourrait exercer son effet anti-athérogénique en inhibant plusieurs
facteurs tels I'INOS, I’IL-1, I’IL-6 et la cyclooxygénase (Staels et coll., 1998). Ces effets
seraient vraisemblablement médiés par les voies de signalisation impliquant les facteurs
de transcription NF-kB et AP-1. I] existe cependant des données en faveur d’un role pro-
athérogénique de PPARq. Ainsi Pactivation de PPARa au niveau macrophagique
s’accompagne d’effets pro-apoptotique (Chinetti et coll, 1998) et pro-inflammatoire
(Colville-Nash et coll. 1998). Ces agents stimulent aussi, chez la souris, la production de
TNF-o induite par la LPS (Hill et Coll, 1999). Finalement, Sartippour et coll. (2000) ont
propos¢ que la surproduction de LPL macrophagique par le glucose puisse impliquer
Iactivation de PPARo.. Nos résultats impliquant PPARa dans la surexpression de la LPL
macrophagique par les AG saturés appuient a leur tour un rdle pro-athérogénique de ce
facteur de transcription.

Les PPARs constituent des molécules cibles pour le développement de nouveaux
traitements du diabéte de type 2. En effet, les agonistes de PPARq, et Y sont administrés
aux patients diabétiques dans le but de corriger la dyslipidémie et d’améliorer
’homéostase glucidique. Nos résultats et ceux geénérés par Sartippour et coll. (2000)
démontrent I’importance de déterminer le role biologique des PPARs dans la pathogenése
de I’athérosclérose. Ceci est particuliérement important, étant donné la grande fréquence
de complications cardio-vasculaires chez les diabétiques de type 2. En dépit de la récente

observation montrant le rdle inhibiteur de certains isoformes de PPARSs dans I’activation
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macrophagique (Ricote et coll., 1998), les effets anti-inflammatoires de ces facteurs n’ont
pas encore €té établis in vivo. D’autres études expérimentales et prospectives cliniques
sont donc impérieuses afin d’évaluer plus amplement les effets a long terme des agonistes

de PPARSs sur ’athérogenése associée au diabéte humain.

Outre les PPARs, d’autres facteurs nucléaires semblent pouvoir contribuer i
Ieffet transcriptionnel des AG sur la LPL macrophagique. Cette possibilité est suggérée
par nos données montrant 1’inefficacité des anticorps anti-PPARs & inhiber la liaison des
protéines nucléaires 3 la séquence PPRE induite par 1’acide linoléique et par 1’acide
eicosapentaenoique. Parmi les autres facteurs de transcription capables de se lier a la
séquence PPRE on note le “chicken ovalbumin upstream promoter” (COUP) (Hegardt,
1998), le facteur nucléaire de I’hépatocyte (HNF-4) (Nicholas-Frances et coll., 2000) et le
récepteur aux acides gras (FAAR) (Grimaldi et coll., 1999). Le réle de ces facteurs dans

la régulation de la LPL macrophagique est actuellement inconnuy.

Parmi les autres mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans I’effet
regulateur des AG sur Pexpression génique de la LPL macrophagique se retrouvrent la
PKC et c-fos, et le stress oxydatif.

De nombreuses évidences indiquent que la PKC joue un réle important dans les
mécanismes de signalisation régulant la réponse des monocytes/macrophages a plusieurs
stimuli (Liu et coll., 1994). Dans la voie classique d’activation, la liaison d’un messager

extracellulaire 4 son récepteur membranaire entraine 1’activation de la phospholipase C
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ou de la phospholipase D induisant I’hydrolyse du phosphatidylinositol et la formation
d’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) (Bell et Burns, 1991).

I est bien conﬁu que I’expression de I’ARNm de la LPL est contrdlée par une
voie de signalisation dépendante de la PKC et de c-fos (Auwerx et coll., 1989;
Ranganathan et coll., 1999; Barcellini-Courget et coll., 1993). En effet, Ranganathan a
clairement démontré que la PKC avait un réle constitutif dans 1’expression génique de la
LPL adipocytaire et que I’inhibition de la PKC induisait une diminution de la synthése de
la LPL. De plus, Barcellini-Couget et coll. (1993), ont démontré que ’hormone de
croissance augmentait I’expression adipocytaire de la LPL par un mécanisme dépendant
de I’activation de la PKC et de celle du protooncogéne c-fos. Les niveaux ci’ARNm de la
LPL macrophagique semblent eux aussi étre contrdlés par des voies de signalisation
impliquant I’activation de la phospholipase C et I’activation de la PKC. Ainsi, il a été
démontré que I’activation de la PKC par un agent tel le phobol 12-myristate 13-acétate
(PMA), induit une augmentation des niveaux d’ARNm de la LPL macrophagique
(Auwerx et coll., 1989). Un autre argument en faveur du rdle régulateur de la PKC sur
I'expression de la LPL macrophagique est 1’observation de Inaba et coll. (1995)
démontrant que le PDGF-BB entraine une augmentation PKC-dépendante de la synthése
de ’ARNm de la LPL macrophagique. Finalement, il a été récemment démontré que le
glucose, par son effet stimulant sur I’activation de la PKC et de c-fos, augmentait la
transcription du géne de la LPL macrophagique (Sartippour et coll., 1998).

Les AG constituent des facteurs métaboliques pouvant moduler [’activation
séquentielle de la phospholipase C (Padma et coll., 1999) et de la PKC (Lu et coll,,

1997). Ainsi, au nivean macrophagique, il a été démontré que 1’acide eicosapentaenoique



96

inhibait Iactivité de la PKC alors que l’acide linoléique augmentait cette derniére
(Tappia et coll., 1995, Futurama, 1995). Au vu du réle majeur de ’activation de la PKC
dans Iinduction de I’expression génique de la LPL macrophagique et de nos résultats
démontrant un effet inhibiteur de I’acide eicosapentaenoique et stimulant de ’acide
linoléique, il est tentant de postuler que Deffet des AG sur la régulation de la LPL
macrophagique puisse étre médié par une voie de signalisation impliquant la PKC.

L’hypothése d’un réle de PKC/c-fos dans la régulation du géne de la LPL
macrophagique est appuyé par nos résultats démontrant que tous les AG testés dans notre
¢tude, a I’exception de I’AA, modulent I’expression de ’ARNm codant pour c-fos
(observations personnelles). Ces résultats démontrant des variations paralléles des
niveaux d’expression génique de la LPL et de c-fos par les macrophages traités par les
AG suggérent un rdle de ce protooncogene, dans 1’effet transcriptionnel des AG sur la
LPL macrophagique.

Un autre médiateur possible de 1’effet modulateur des AG sur la régulation de la
LPL macrophagique est le stress oxydatif. En effet, une augmentation de production de
radicaux libres a été documentée en présence d’une augmentation des niveaux d’AG dans
la circulation sanguine ou dans la paroi vasculaire. (Hennig et coll., 1996; Visioli et coll.,
1998; Rosenfeld, 1998; Paolisso et coll., 1999). Ces mémes auteurs ont aussi démontré
qu’une diete riche en acides gras, et plus particuliérement riche en acide linoléique, jouait
un role majeur dans la production de radicaux libres circulants. Par son effet stimulant sur
Iactivation de facteurs de transcription tels NF-kB et AP-1, le stress oxydatif induit
Pexpression de divers génes associés & I’activation cellulaire et a la réponse

inflammatoire tels la LPL macrophagique (Renier et coll., 1996) Ces données suggérent
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que I’induction des niveaux d’ARNm de la LPL macrophagique par 1’acide linoléique

puisse faire intervenir un mécanisme dépendant du stress oxydatif.

Outre les mécanismes de régulation transcriptionnelle, la régulation de la LPL fait
intervenir des mécanismes post-transcriptionnels. Ainsi, la stabilit¢ de ’ARNm, la
traduction, la glycosylation, le transport intracellulaire de la protéine et la sécrétion de la
LPL peuvent étre modifiés par divers stimuli. De nombreuses études ont démontré que
les AG régulaient la sécrétion de la LPL adipocytaire par des mécanismes post-
transcriptionnels. Ainsi, Doolittle et coll. (1990) ont observé que 1’état de jeline
augmentait chez le rat les niveaux d’ARNm et le taux de synthése de la LPL et que cet
effet était accompagné d’une diminution de Iactivité de la LPL sans altération de la
production de la protéine. Les catécholamines, des agents connus pour leur effet
lipolytique adipocytaire et stimulant sur la reliche d’AG, diminuent la synthése et la
sécrétion de la LPL sans affecter les niveaux d’ARNm de I’enzyme (Ball et coll., 1996;
Raynolds et coll., 1990; Ong et coll., 1992). Amri et coll. (1996) ont finalement démontré
que le bromopalmitate et le linolenate induisaient la transcription du géne de la LPL
adipocytaire mais supprimaient toutefois la sécrétion et I’activité de celle-ci. Si ces
données suggérent que la régulation de la LPL adipocytaire par les AG puisse impliquer
des mécanismes post-transcriptionnels, d’autres études appuient cependant un réle
transcriptionnel majeur des AG dans la régulation de la LPL adipocytaire. Ainsi,
Kirkland (1994) et Montalto (1993) ont rapport¢ que la régulation de la LPL adipocytaire

par les AG monoinsaturés et polyinsaturés n-3 et n-6 s’exerce au niveau transcriptionnel,
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ces AG diminuant conjointement les niveaux d’ARNm, la synthése, la sécrétion et
’activité de la LPL.

L’importance des mécanismes transcriptionnel et posttranscriptionnel dans la
régulation de la LPL par les AG, est appuy€e par nos données démontrant que selon le
type d’AG étudié, la régulation de la LPL macrophagique peut étre transcriptionnelle ou
post-transcriptionnelle. En effet, alors que nos résultats indiquent clairement que les
acides linoléique, palmitique et stéarique stimulent I’expression de I’ ARN messager de la
LPL, P’activité et la masse immunoréactive de I’enzyme, nous avons observé que ’acide
arachidonique et 1’acide eicosapentaenoique diminuent de maniére marquée I’ARNm de
la LPL macrophagique mais induisent de mani€re significative, ou n’affectent pas,
respectivement, I’activité et la masse de la LPL.

Alors que divers mécanismes sont responsables de la régulation transcriptionnelle
de la LPL, il existe peu de données sur les mécanismes moléculaires impliqués dans le
contrble de la stabilité de ’ARNm, de la traduction, de la glycosylation, du transport
intracellulaire et de la sécrétion de la LPL macrophagique.

Il a été démontré que certains agents régulent la traduction de la LPL en activant
des protéines de liaison frans se liant a la région 3’ non traduite de I’ARNm
(Ranganathan et coll., 1997; White et coll., 1998; Jonasson et coll., 1990). La PKC en
phosphorylant ces protéines pourrait intervenir dans ce processus (Ranganathan et coll.,
1998). 11 est possible que certains métabolites dérivés des AG puissent augmenter la
stabilité¢ de ’ARNm de la LPL soit, en activant la PKC soit, en se liant 4 la région 3’ non
traduite (Kern et coll., 1996). Cette éventualité est, en particulier, envisageable dans le

cas de I’acide arachidonique, qui malgré son effet inhibiteur marqué sur ’expression de
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PARNm de la LPL, posséde un effet stimulant marqué sur la synthése de la LPL
macrophagique.

Une autre étape dans la sécrétion de la LPL étant celle de la glycosylation, il a été
finalement proposé que les AG, par leur capacité 4 induire le clivage de résidus de
glucose au niveau de la molécule de LPL dans le réticulum endoplasmique rugueux
(Amri et coll,, 1996), puissent agir en tant que modulateurs de I’activité et de la sécrétion
de I’enzyme.

Les effets pro- ou anti-athérogéniques des divers types d’AG sont bien
documentés. De fagon générale, la littérature scientifique s’accorde pour reconnaitre les
AG saturés comme pro-athérogéniques et les AG polyinsaturés comme anti-
athérogéniques. Nos résultats démontrant que les AG saturés testés dans notre étude soit
les acides palmitique et stéarique augmentent la production et I’activité de la LPL
macrophagique suggérent un nouveau mécanisme par lequel ces AG pourraient exercer
leur réle pro-athérogénique (Mensink et Katan, 1992; Krombout, 1999; Nicosoli et coll.,
1998; Watts et coll., 1996). En dépit de I’effet cardio-protecteur clairement attribué au
AG polyinsaturés, nous avons aussi documenté un effet stimulant des acides
arachidonique et linoléique sur la sécrétion de la LPL par les macrophages. Malgré le
nombre limité d’études portant sur I’effet de I’acide arachidonique sur le développement
des maladies cardio-vasculaire, Zheng et coll. (1999), ont récemment démontré un
accroissement significatif des concentrations plasmatiques d’acide arachidonique chez les
sujets hypertendus. Une implication des métabolites de 1’acide arachidonique tels PGE,,
12(S)-hydroxyeicosatetraenoic acid (HETE) et 15(S)-HETE a aussi été mise en évidence

dans la stimulation de la réponse inflammatoire, ’activation monocytaire et tout
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particuliérement dans I’interaction monocytes-endothélium (Patricia et coll., 1999; Baud
et coll., 1985; Goetzl et coll, 1979). En dépit du peu d’informations actuellement
disponibles sur les effets de I’acide arachidonique sur le développement et les progression
aes maladies cardio-vasculaires, ces données suggerent que ’acide arachidonique et/ou
ses dérivés, par sa (leur) capacité a stimuler la réponse inflammatoire, I’activation et
’adhésion monocytaire et Ia production de LPL macrophagique, puisse(nt) exercer un
réle pro-athérogénique.

En ce qui concerne 1’acide linoléique, de multiples recherches lui conferent un
role potentiel dans I’athérogenése et les maladies cardio-vasculaires. En effet, Hodgson et
coll., (1993) ont démontré qu’il existait une association positive entre la consommation
d’acide linoléique, la concentration plaquettaire de cet AG et I’incidence de maladies
cardio-vasculaires. Il a aussi été documenté que 1’acide linoléique modulait I’expression
de génes impliqués dans l<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>