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Résumé 

OBJECTIF: La mauvaise clairance des lipoprotéines riches en triglycérides par le 

tissu adipeux blanc (TAB) entraîne l’hypertriglycéridémie, la résistance à l’insuline et la 

sécrétion hépatique d’apolipoprotéine B (apoB). Ce mémoire tente de déterminer si le LDL 

entraîne une clairance réduite des lipoprotéines riches en triglycérides par le TAB.  

MÉTHODES/RÉSULTATS: Suivant l’ingestion d’un repas riche en gras marqué à 

la trioléine-13C, des femmes obèses postménopausées avec apoB plasmatique élevé (> 

médiane 0.93 g/L, N=22, 98% sous forme de IDL/LDL) avaient une clairance réduite de 

triglycérides-13C et acides gras non-estérifiés-13C (AGNE), comparées à celles avec un 

apoB plus bas. L'aire sous la courbe à 6 heures des triglycérides-13C et AGNE-13C 

plasmatiques corrélait avec l'apoB, suggérant une moindre captation dans les tissus 

périphériques chez les femmes avec apoB élevé. Ex vivo, suivant une incubation de 4 

heures de biopsies de TAB avec de la trioléine-3H, l’apoB des patientes corrélait 

négativement avec les lipides-3H intracellulaires. Le traitement des biopsies de TAB des 

participantes avec leur propre LDL menait à une réduction de l’hydrolyse et de la captation 

de la trioléine-3H et à l’accumulation d’AGNE-3H dans le médium. In vitro, le LDL inhibait 

l’activité de la LPL. De plus, les adipocytes 3T3-L1 différenciés en présence de LDL 

avaient une hydrolyse et une captation réduite des lipoprotéines riches en trioléine-3H. 

CONCLUSION: Ce mémoire suggère que le LDL diminue la clairance des 

lipoprotéines riches en triglycérides par le TAB humain, ce qui pourrait expliquer la 

résistance à l’insuline observée chez des sujets avec apoB élevé. 

  

Mots-clés : Tissu adipeux, diète et lipides diététiques, dyslipidémies, résistance à l'insuline, 

hyperapoB, diamètre du LDL, apoB48 et apoB100, clairance des lipides diététiques, FPLC 
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Abstract 

OBJECTIVE: Delayed plasma clearance of postprandial triglyceride-rich 

lipoproteins (TRL) by white adipose tissue (WAT) promotes hypertriglyceridemia, insulin 

resistance and hepatic secretion of apoB-lipoproteins. The aim of this memoir was to 

examine whether low-density lipoproteins (LDL) induced delayed clearance of TRL by 

WAT.  

 METHOD/RESULTS: Six hours following the ingestion of a high-fat meal, 22 

postmenopausal obese women were separated based on plasma apoB levels (above/below 

median of 0.93 g/L). The high apoB group had delayed plasma clearance of postprandial 

triglyceride and non-esterified fatty acids (NEFA) compared to women with low apoB. 

There was no group difference in triolein oxidation rate, suggesting a lower NEFA uptake 

and storage in peripheral tissue in women with high apoB. Ex vivo, following a 4 hour 

incubation of participant’s WAT with synthetic 3H-triolein-TRL, plasma apoB correlated 

negatively with incorporated 3H-lipids. Incubation of women’s WAT with their own LDL 

(90% of apoB-lipoproteins in plasma) decreased 3H-TRL hydrolysis and increased medium 
3H-NEFA accumulation. In vitro, LDL directly inhibited LPL activity. Finally, LDL-

differentiated 3T3-L1 adipocytes had lower 3H-TRL hydrolysis and 3H-NEFA storage.  

CONCLUSION: This thesis suggests that LDL delay clearance and storage of TRL 

in human WAT, possibly explaining the increased insulin resistance observed in subjects 

with high apoB. 

 

Keywords: Adipose tissue, diet and dietary lipids, dyslipidemias, insulin resistance, 

hyperapoB, LDL diameter, apoB48 and apoB100, dietary triglyceride clearance, FPLC 



 

 

 

iii

Table des matières 
 

Résumé .................................................................................................................................... i 

Abstract .................................................................................................................................. ii 

Table des matières ................................................................................................................. iii 

Liste des tableaux ................................................................................................................... v 

Liste des figures .................................................................................................................... vi 

Liste des abbréviations ........................................................................................................ viii 

Remerciements ....................................................................................................................... x 

Avant-propos ......................................................................................................................... xi 

Chapitre I. Introduction .................................................................................................... 1 

I.1. Vue d’ensemble ...................................................................................................... 1 

I.2. Justification ............................................................................................................ 2 

I.3. Objectif et hypothèses ............................................................................................ 2 

Chapitre II. État des connaissances ................................................................................... 3 

II.1. Lipoprotéines ......................................................................................................... 3 

II.1.1. Structure et composition ................................................................................ 3 

II.1.2. Lipoprotéines athérogéniques : apoB-lipoprotéines....................................... 8 

II.1.3. Lipoprotéines ne contenant pas l’apoB : HDL ............................................. 12 

II.2. Tissu adipeux ....................................................................................................... 13 

II.2.1. Genèse du tissu adipeux blanc ..................................................................... 13 

II.2.2. Fonctions du tissu adipeux blanc ................................................................. 15 

II.2.3. Métabolisme des lipoprotéines au tissu adipeux blanc ................................ 16 

II.2.4. Tissu adipeux blanc sous-cutané dysfonctionnel ......................................... 21 

Chapitre III. Problématique : comprendre et prévenir la dysfonction du tissu adipeux ... 24 

Chapitre IV. Méthodologie et population d’étude ............................................................ 25 

IV.1. Population étudiée ................................................................................................ 25 

IV.2. Protocole d’étude des sujets ................................................................................. 25 



 

 

 

iv

IV.3. Fournitures de culture cellulaire et biopsies......................................................... 26 

IV.4. Isolation du LDL .................................................................................................. 27 

IV.5. Culture des adipocytes 3T3-L1 ............................................................................ 28 

IV.6. Mesure de l’activité totale in situ de la LPL ........................................................ 28 

IV.6.1. Préparation du substrat de triglycérides radioactifs ..................................... 28 

IV.6.2. Préparation du substrat d’acides gras radioactifs ......................................... 29 

IV.6.3. Effet du LDL sur la lipoprotéine lipase........................................................ 29 

IV.6.4. Effet du LDL sur les adipocytes 3T3-L1 ..................................................... 30 

IV.6.5. Prélèvement et préparation de la biopsie de tissu adipeux ........................... 30 

IV.6.6. Effet du LDL sur les biopsies de tissu adipeux ............................................ 31 

IV.6.7. Extraction des lipides et mesure ................................................................... 31 

IV.6.8. Mesure des lipides-3H intracellulaires ......................................................... 32 

IV.7. Analyse statistique ............................................................................................... 32 

Chapitre V. Article ........................................................................................................... 33 

V.1. Présentation .......................................................................................................... 33 

V.2. Abstract ................................................................................................................ 34 

V.3. Introduction .......................................................................................................... 35 

V.4. Methods ................................................................................................................ 36 

V.5. Results .................................................................................................................. 42 

V.6. Discussion ............................................................................................................ 46 

V.7. Acknowledgements .............................................................................................. 49 

V.8. Reference List ...................................................................................................... 50 

V.9. Figure legends ...................................................................................................... 60 

Chapitre VI. Autres publications....................................................................................... 67 

Chapitre VII. Discussion et conclusion .......................................................................... 68 

VII.1. Discussion .............................................................................................................. 68 

VII.2. Conclusion ............................................................................................................. 74 

Bibliographie ........................................................................................................................ 76 

Annexe I : Formulaires de consentement ................................................................................ i 
 



 

 

 

v

Liste des tableaux 
 

Tableau I : Caractéristiques physico-chimiques des lipoprotéines Page 4 

 

Tableau II : Classification des hyperlipidémies primaires selon Fredrickson Page 11 



 

 

 

vi

Liste des figures 
 

Figure 1 : Métabolisme des apoB-lipoprotéines Page 8 

 

Figure 2 : Effets du mauvais captage des acides gras par le tissu adipeux blanc Page 69 



 

 

 

vii

  

À ma famille 

mère, père, sœur et frère, 

et à mes amis, 

pour leurs encouragements à chaque 

moment. 

À mon amour, 

pour tout. 



 

 

 

viii

Liste des abbréviations 

AG : Acide gras 

AGNE : Acide gras non-estérifié 

AHA : American Heart Association 

ALP : phosphatase alcaline 

ALT : alanine amino transférase 

ApoA : Apolipoprotéine A 

ApoB : Apolipoprotéine B 

ApoC : Apolipoprotéine C 

ApoE : Apolipoprotéine E 

ATP : Adénosine tri-phosphate 

AST : aspartate amino transférase 

CETP : Cholesteryl ester transfert protein 

CRPhs : C-reactive protein hautement sensible 

EDTA : Éthylènediaminetétraacétate (agent chélateur) 

FCHL : Hyperlipidémie familiale combinée 

GGT : gamma glytamyl transpeptidase 

HDL : Lipoprotéine de haute densité 

IDL : Lipoprotéine de densité intermédiaire 

LCAT : Lecithin-cholesterol acyltransferase 

LDL : Lipoprotéine de basse densité 

LDLR : Récepteur au LDL 



 

 

 

ix

LRP : LDL-receptor-related protein 

LPL : Lipoprotéine lipase 

NEFA : Non-esterified fatty acids (acides gras non-estérifiés) 

NHANES : National Health and Nutrition Examination Survey 

PCSK9 : Proprotein convertase substilisin/kexin type 9 

RER : Respiratory exchange ratio (ratio d’échange respiratoire) 

TAB : Tissu adipeux blanc 

TG : Triglycéride 

TRL : Triglyceride-rich lipoproteins (lipoprotéines riches en triglycérides) 

TSH : Thyroid synthesis hormone (hormone de synthèse de la thyroïde) 

UCP1 : Uncoupling protein 1 

VLDL : Lipoprotéine de très basse densité 

WAT : White adipose tissue (tissu adipeux blanc) 

 



 

 

 

x

Remerciements 

Je remercie d’abord Dre Faraj, pour son accueil chaleureux, son support 

inconditionnel et son habile orchestration de toutes les étapes de ce projet. 

Je remercie aussi le Dr Rabasa-Lhoret et son équipe, pour leur collaboration et 

leur aide dans la réalisation de ce projet. 

J’aimerais remercier Annie Tardif, qui a été un support technique et 

organisationnel indispensable dans ce projet. Son soutien moral a été fortement apprécié. 

Je remercie Maître Huda Salem, qui a été responsable de la bonne marche des 

expériences in vivo et de toute l’analyse des isotopes de C13.  

Je remercie chaudement Nathalie Saint-Pierre, collègue étudiante à la maîtrise 

sous la direction de Dre Faraj et infirmière, qui a été impliquée dans tous les tests cliniques 

et a été un support moral et technique constant tout au long de ce projet. 

Je remercie Maître Hanny Wassef pour son expertise technique et son support 

moral. 

Finalement, je remercie Dr Dufour, Dr Baass et Dr Larochelle, qui ont donné 

temps et efforts pour le recrutement des participantes, leur évaluation médicale et 

l’extraction des biopsies de tissu adipeux. 



 

 

 

xi

Avant-propos 

 

Le présent mémoire porte sur les mécanismes reliant des niveaux élevés d’apoB, 

une protéine plasmatique impliquée dans le transport du cholestérol, avec la dysfonction du 

tissu adipeux blanc chez l’humain. 

Les chapitre I à IV présentent les connaissances et les procédés logiques reliés au 

travail réalisé. 

Le chapitre V contient le fruit majeur de ma formation à la maîtrise en sciences 

biomédicales à l’Université de Montréal sous la direction de Dre May Faraj. C’est un 

article soumis à la revue Journal of Lipid Research traitant de l’effet des apoB-

lipoprotéines sur la clairance des acides gras par le tissu adipeux. 

Le chapitre VI présente une publication dans un article publié dans la revue 

Atherosclerosis, Thrombosis and Vascular Research, dont certaines données proviennent 

d’expériences effectuées dans le cadre de ma maîtrise, ce qui m’a valu une place en tant 

que 3e auteur. 

Le chapitre VII discute des résultats obtenus dans le cadre de cette recherche et 

conclue ce projet. Le chapitre VIII fournit ensuite des perspectives de recherches futures. 
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Chapitre I. Introduction 

I.1. Vue d’ensemble 

L’obésité représente un problème croissant dans la population. C’est un facteur de 

risque de maladies cardiométaboliques et cardiovasculaires, incluant la résistance à  

l’insuline et le diabète de type 2 (1). Le surpoids est défini comme un indice de masse 

corporelle (IMC) supérieur à 25 kg/m2 et l’obésité comme un IMC supérieur à 30 kg/m2 

(2). Toutefois, seule une fraction des personnes obèses sont vraiment à risque élevé (1). Il 

est donc important pour les cliniciens de considérer d’autres paramètres, dont les lipides, 

dans l’évaluation de ce risque. L’hypertriglycéridémie (triglycérides > 1,5 g/L ou 1,7 mM) 

est un facteur qui, lorsqu’associé à un tour de taille élevé (> 102 cm, hommes ; > 88 cm, 

femmes), augmente drastiquement le risque cardiométabolique (3). La prévalence de ce 

facteur de risque est particulièrement élevée, alors que 31% de la population américaine est 

hypertriglycéridémique. Les résultats du National Health and Nutrition Examination Survey 

(NHANES) indiquent que, des cinq composantes du syndrome métabolique, les 

triglycérides (TG) à jeun démontrent la meilleure association avec le risque 

cardiométabolique (4). L’obésité et les TG sont donc deux paramètres cliniques importants 

dans la prévention du risque. 

Les TG sont entreposés dans le tissu adipeux blanc (TAB). Entre les repas, celui-ci 

réintroduit les TG dans la circulation sous forme d’acides gras non-estérifiés (AGNE), mais 

toujours en conservant les concentrations plasmatiques sous des niveaux toxiques. Le 

stockage retardé des TG alimentaires dans le TAB, concomitant à une relâche importante 

d’AGNE dans la circulation, mène à une déposition de lipides dans le foie, les muscles et le 

pancréas, des tissus qui développent ainsi des anormalités métaboliques. Le foie, ayant une 

capacité de stockage limitée, renvoie les TG dans la circulation en les assemblant sous la 

forme de lipoprotéines de très basse densité (VLDL), contribuant à une élévation du niveau 

de TG et d’apoB plasmatiques deux facteurs de risque cardiométabolique. L’apoB se 

retrouve à 95% sous forme de lipoprotéines de basse densité (LDL). C’est pourquoi une 

mauvaise fonction du TAB est associée à une augmentation du risque.  
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I.2. Justification 

Les LDL sont connus pour leur implication dans la formation de la plaque 

athérogénique. Notre laboratoire a récemment démontré que des niveaux élevés d’apoB 

sont des prédicteurs de la résistance à l’insuline chez des femmes postménopausées obèses 

(5, 6). De plus, le LDL oxydé réduit la différenciation d’une souche d’adipocytes murins 

3T3-L1 (7). Nous affirmons donc que des concentrations élevées d’apoB-lipoprotéines, 

particulièrement le LDL, pourraient mener à une diminution de la clairance plasmatique des 

TG postprandiaux en inhibant la fonction du TAB. À long terme, le flux d’acides gras 

dirigé vers les tissus autres que le tissu adipeux entraîne des anormalités métaboliques. 

I.3. Objectif et hypothèses 

L’objectif principal de ce mémoire est de déterminer la relation entre la clairance 

des triglycérides par le tissu adipeux blanc et les taux circulants de lipoprotéines contenant 

l’apoB100. Ceci sera évalué par l’utilisation de trois modèles, in vivo chez des femmes 

obèses, ex vivo dans des biopsies de TAB et in vitro dans une souche d’adipocytes d’origine 

murine et avec de la lipoprotéine lipase purifiée. Mon hypothèse est que le LDL va 

directement réduire la fonction du TAB, en réduisant l’hydrolyse de lipoprotéines 

synthétiques riches en triglycérides et le captage des AGNE relâchés.  
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Chapitre II. État des connaissances 

II.1. Lipoprotéines 

II.1.1. Structure et composition 

Les lipoprotéines sont des protéines permettant le transport des lipides non-polaires, 

tels les TG et le cholestérol, dans le plasma sanguin. Les TG sont formés lorsque 3 

molécules d’acides gras sont complexées à une molécule de glycérol, alors que les esters de 

cholestérol sont formés lorsqu’une molécule d’acide gras est complexée à une molécule de 

cholestérol (8). Sous forme de lipoprotéine, les TG et les esters de cholestérol insolubles en 

milieu aqueux sont ainsi solubilisés grâce à une couche de phospholipides (AG complexés 

à un acide phosphatidique et une base azotée), de cholestérol libre et de protéines 

amphiphatiques. Les AG peuvent aussi se retrouver sous la forme non-estérifiée (AGNE), 

où ils sont soit liés à l’albumine pour leur transport dans le plasma ou solubilisés 

partiellement en milieu aqueux grâce à leur groupe acide carboxylique terminal (< 0.008% 

des AGNE totaux) (9).  Toutefois, les AG peuvent circuler à des concentrations beaucoup 

plus élevées sous forme de TG ; 0,1 à 0,8 mM vs 0,4 à 1,5 mM, pour les concentrations 

d’AG vs TG à jeun, respectivement (10). 

Historiquement, les lipoprotéines ont été identifiées d’abord selon leurs propriétés 

physico-chimiques, particulièrement la mobilité électrophorétique et la densité. Bien que 

les lipoprotéines forment un continuum de densité, taille et composition en lipides et 

apoprotéines, la présence de pics sur les profils obtenus par fast protein liquid 

chromatography, gel d’électrophorèse et ultracentrifugation par gradient de densité indique 

la présence d’accumulations, ce qui a permi de définir des catégories de lipoprotéines (voir 

Tableau 1).  
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Tableau I : Caractéristiques physico-chimiques des lipoprotéines 

    Contenu en lipides (%) 

Lipoprotéines Densité 
(g/dL) 

Poids 
moléculaire 
(x 106 Da) 

Diamètre 
(nm) 

TG Chol PL 

Chylomicrons 0,95 400 75-1200 80-95 2-7 3-9 

VLDL 0,095-1,006 10-80 30-80 55-80 5-15 10-20 

IDL 1,006-1,019 5-10 25-35 20-50 20-40 15-25 

LDL 1,019-1,063 2,3 18-25 5-15 40-50 20-25 

HDL 1,063-1,21 0,17-0,36 5-12 5-10 15-25 20-30 

TG : triglycérides; Chol : cholestérol; PL : phospholipides; VLDL : lipoprotéine de très 

basse densité; IDL; lipoprotéine de densité intermédiaire; LDL : lipoprotéine de basse 

densité; HDL : lipoprotéine de haute densité 

Source : Ginsberg (11) 

 

II.1.1.1. Contenu en lipides 

Les TG sont transportés dans le plasma dans les chylomicrons et les VLDL. Les TG 

alimentaires sont hydrolysés par les lipases du tube digestif dans la lumière du duodénum, 

absorbés par les entérocytes puis sécrétés dans la circulation dans les chylomicrons. Les TG 

endogènes sont synthétisés dans le foie lors de la lipogenèse de novo et sécrétés dans la 

circulation sous forme de VLDL. Tous ces TG en circulation sont hydrolysés par la 

lipoprotéine lipase (LPL) et la lipase hépatique, permettant la captation des acides gras 

résultants par les tissus (12). Une portion des TG est aussi progressivement échangée pour 
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des esters de cholestérol dans le LDL et le HDL par l’action de la cholesteryl ester transfer 

protein (CETP) (11, 13). 

Le cholestérol est un constituant majeur du noyau des lipoprotéines de densité 

intermédiaire (IDL), LDL et  lipoprotéines de haute densité (HDL). C’est un précurseur 

d’hormones et il permet l’intégrité structurale de la membrane cellulaire. Tous les tissus ont 

la machinerie métabolique nécessaire à la synthèse du cholestérol, dont la 3-hydroxy-3-

methyl-glutaryl-CoA réductase ciblée lors du traitement par les statines (14). Le cholestérol 

ne peut être dégradé pour la production d’énergie ; son catabolisme principal est lors de sa 

sécrétion sous forme d’acide biliaire par le foie. Il se retrouve en faible quantité sur la 

surface des lipoprotéines, sous forme de cholestérol libre, mais surtout dans le noyau suite à 

son estérification par la lecitin-cholesterol acyltransferase (LCAT) (11, 15). 

Les phospholipides, représentés majoritairement par la lécithine dans la circulation, 

sont une classe de lipides amphiphatiques centraux à la solubilisation des lipoprotéines 

dans le plasma. Le groupe phosphate polaire permet une excellente solubilité en milieu 

aqueux et la chaîne non-polaire est dirigée vers l’intérieur de la lipoprotéine (11, 16). 

II.1.1.2. Apolipoprotéines 

L’apolipoprotéine quantitativement majeure présente dans le plasma est 

l’apolipoprotéine B100 (apoB100). Elle est majoritairement hydrophobique et a un poids 

moléculaire de 540 kDa. Elle compose 30% du poids protéique des VLDL, 60% des résidus 

de VLDL, aussi appelés IDL, et  90% des LDL. Elle est d’ailleurs une protéine structurale 

centrale et nécessaire dans l’assemblage de ces lipoprotéines et est impliquée dans leur 

catabolisme (17). Un domaine de liaison au récepteur à LDL (LDLR) se trouve dans la 

région 3100 à 3600 des acides aminés, permettant le captage par les tissus périphériques 

(11, 17).  

L’apolipoprotéine B48 (apoB48) est la protéine structurale des chylomicrons. Chez 

l’humain, elle est synthétisée par les entérocytes à partir du même gène que l’apoB100 par 

apoB mRNA editing complex-1 (apobec-1), qui édite la base cytidine-6666 en uridine, 
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insérant ainsi un codon stop. En résultat, l’apoB48 a donc 48% du poids de l’apoB100, 

d’où son nom. Chez les rats et les souris, apobec-1 est produit dans les entérocytes et les 

hépatocytes, menant à une production d’apoB48 par l’intestin et le foie. L’apoB48 n’a pas 

de site de liaison au LDLR (17).  

L’apolipoprotéine C-I, retrouvée sur toutes les lipoprotéines sauf le LDL, inhibe la 

liaison de l’apoB au LDLR et au LDL receptor-related protein (LRP), diminuant ainsi le 

catabolisme de ces protéines. L’apolipoprotéine C-II est un activateur nécessaire à la 

fonction de la LPL (11, 18). Son absence est associée à l’hypertriglycéridémie sévère. On 

retrouve l’apoC-II sur les chylomicrons dans l’état postprandial et sur les VLDL et le HDL 

à jeun. L’apolipoprotéine C-III, retrouvée surtout sur les VLDL, mais aussi sur les 

chylomicrons, les IDL, et le HDL, est à l’inverse un inhibiteur de l’activité de la LPL et de 

la lipase hépatique. L’apolipoprotéine E se retrouve sur toutes les lipoprotéines sauf le LDL 

et est un ligand de plusieurs récepteurs, dont le LDLR et le LRP. Les 3 différents isoformes 

de l’apoE sont des facteurs génétiques associés à des niveaux circulants de VLDL et de 

LDL. Ces isoformes diffèrent dans leur interaction avec les récepteurs de surface cellulaire 

et leur impact sur le catabolisme des apoB-lipoprotéines. L’allèle E2 code pour un isoforme 

ayant une affinité réduite au LDLR et au LRP, ce qui mène à une réduction de la clairance 

des chylomicrons et VLDL et des TG postprandiaux élevés, alors que les niveaux de 

cholestérol et d’apoB sont réduits. La plupart des patients atteints d’hyperlipoprotéinémie 

de type 3 sont homozygotes E2. L’allèle E3 est le plus courant dans la population. L’allèle 

E4 est associé au risque cardiovasculaire le plus élevé, avec des niveaux de LDL-C et 

d’apoB élevés  (19). L’apoA-I, retrouvée sur le HDL, est synthétisée par le foie et l’intestin 

grêle. Elle est rapidement transférée sur le HDL immature. L’apoA-I est un activateur de la 

LCAT et permet le captage du HDL par le foie via sa liaison au scavenger receptor B1. 

L’apoA-II et l’apoA-IV sont aussi impliquées dans la régulation du catabolisme du HDL 

(11, 20). 
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II.1.1.3. Enzymes plasmatiques reliées au métabolisme des lipides 

La lipoprotéine lipase (LPL) est l’enzyme principale permettant l’hydrolyse des TG 

en AGNE. Comme elle est entre autres synthétisée par les adipocytes, son mécanisme est 

couvert plus bas. La lipase hépatique (HL) est une enzyme sécrétée exclusivement par les 

hépatocytes. Elle a une forte homologie à la LPL et permet l’hydrolyse des TG et 

phospholipides contenus sur toutes les lipoprotéines. Elle est impliquée dans le mécanisme 

de conversion des VLDL en LDL. La CETP est une enzyme favorisant les échanges entre 

les TG des lipoprotéines riches en TG et les esters de cholestérol des lipoprotéines riches en 

cholestérol, ce qui mène à une augmentation des niveaux de LDL-cholestérol et à une 

augmentation des niveaux de TG sur les HDL. En présence d’hypertriglycéridémie dû à 

l’abondance de VLDL riches en TG, l’activité de la CETP effectue des échanges menant à 

des LDL enrichis en TG et réduits en esters de cholestérol. L’hydrolyse subséquente des 

TG par la HL participe alors à la formation accrue de LDL petits et denses (21, 22). La 

LCAT effectue l’estérification du cholestérol libre en surface des HDL, permettant donc 

l’accumulation de cholestérol estérifié dans le noyau de ces particules. 
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II.1.2.  Lipoprotéines athérogéniques : apoB-lipoprotéines 

Chylomicrons

Résidus de 
chylomicron

B48
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C-III
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Figure 1 : Métabolisme des apoB-lipoprotéines 

Légende : Flèche en gras, voie priorisée 

Abbréviations : apolipoprotéines A-I, B48, B100 C-I, C-II, C-III et E ; lipoprotéine lipase, 

LPL ; lipase hépatique, HL ; récepteur de la lipoprotéine de basse densité, LDLR ; LDLR-

related protein, LRP ; lipoprotéine de très basse densité, VLDL ; lipoprotéine de densité 

intermédiaire, IDL ; lipoprotéine de basse densité, LDL. Source : (23) 

 



 

 

 

9

II.1.2.1. ApoB-lipoprotéines riches en triglycérides : chylomicrons et VLDL 

La première catégorie d’apoB-lipoprotéines est responsable du transport des TG 

d’origine diététiques. Les TG alimentaires sont émulsifiés dans le duodénum par les sels 

biliaires, ce qui permet leur hydrolyse par les lipases pancréatiques. Les AGNE et le 

glycérol résultants sont absorbés par les entérocytes, qui les estérifient à nouveau. Ils y sont 

assemblés en chylomicrons, des lipoprotéines riches en TG contenant l’apoB48. Les 

chylomicrons circulent dans la lymphe, où ils y acquièrent l’apoC-II, l’apoC-III et l’apoE 

puis se retrouvent en circulation plasmatique via le canal thoracique. Moi et mon équipe 

avons récemment démontré que le TAB pourrait être une source d’apoC-I présent sur les 

lipoprotéines riches en TG, surtout les chylomicrons (24). Les tissus périphériques, dont les 

muscles, le foie et surtout le tissu adipeux, hydrolysent le contenu en TG des chylomicrons 

sous l’action de la LPL (tous les tissus) et de la HL (foie seulement). Des niveaux élevés 

d’apoB48 à jeun sont associés à l’athérosclérose, car ils indiquent une mauvaise clairance 

des TG postprandiaux et un captage déficient des chylomicrons (25). Suite à leur hydrolyse, 

les résidus de chylomicrons, enrichis en apoE et en esters de cholestérol, sont captés par le 

foie via le LDLR et le LRP, la lipase hépatique et certains protéoglycans de la surface 

cellulaire (26-28). 

Les VLDL sont un produit hépatique permettant le transport des TG du foie vers les 

tissus périphériques. La production hépatique d’apoB100 est continue, mais la sécrétion de 

VLDL est TG et AGNE-dépendante; en absence de ces substrats, l’apoB100 est dégradée et 

recyclée (29, 30). Le contenu en TG du VLDL circulant est hydrolysé par la LPL. Ceci 

diminue le volume et augmente la densité du VLDL jusqu’à ce qu’il soit une lipoprotéine 

de densité intermédiaire (IDL) (12). Les IDL peuvent être directement convertis en LDL ou 

peuvent être recaptés par les hépatocytes via le LDLR et le LRP engendrant leur clairance 

ou leur resécrétion sous forme de VLDL (11).  

Le catabolisme des chylomicrons s’effectue selon les mêmes étapes que celui des 

VLDL, soit l’ancrage à la glycosylphosphatidylinositol-anchored HDL-binding protein 1 

(GPIHBP1),  l’hydrolyse par la LPL activée par l’apoCII (31, 32) puis la captation des 
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résidus par le foie. Ces deux apoB-lipoprotéines riches en TG sont donc en compétition 

pour leur dégradation via la LPL dans l’état postprandial (33). 

II.1.2.2. ApoB-lipoprotéines riches en cholestérol : LDL 

À l’opposé des VLDL, les LDL sont fortement enrichis en cholestérol et 

contiennent peu de TG. Le LDL effectue le transport du cholestérol du foie vers les organes 

périphériques. Le catabolisme du LDL, soit sa captation, s’effectue de 70 à 80% via la voie 

du LDLR, le reste s’effectuant par endocytose sans interaction au LDLR ou via des voies 

alternatives de récepteurs (11, 34). Les niveaux circulants de LDL-cholestérol sont 

inférieurs à 3,36 mM chez un individu sain. Les niveaux totaux de cholestérol, qui se 

retrouvent majoritairement sur le LDL et le HDL, sont plutôt entre 3,88 et 5,15 mM (35). 

Les LDL petits et denses ont été identifiés comme étant un facteur de risque 

additionnel des maladies cardiovasculaires. Ils sont associés à l’hyperlipidémie familiale 

(FH, type IIa de la classification de Fredrickson, LDL élevés) (36) et 

l’hypercholestérolémie familiale combinée (FCHL, type IIb de la classification de 

Fredrickson, LDL et VLDL élevés) (21). Les sous-types de LDL diffèrent par leur affinité 

de liaison au récepteur (37), leur susceptibilité à l’oxidation (38, 39) et de façon beaucoup 

plus caractérisée, leur potentiel athérogénique. Ceci pourrait être causé par les changements 

de diamètre de la particule, modifiant ainsi la conformation quaternaire de l’apoB100, ce 

qui mène à un changement de la charge de surface. Une accumulation de charges négatives 

en surface est associée à une affinité réduite au récepteur à LDL et donc une clairance 

diminuée du LDL (40). 

La mesure de l’apoB plasmatique permet d’avoir une estimation du nombre de 

lipoprotéines athérogéniques en circulation, car chaque particule d’apoB-lipoprotéine ne 

contient qu’un seul apoB (41). En fait, la mesure d’apoB plasmatique reflète surtout le 

nombre de LDL circulants, puisque 90% de l’apoB se retrouve sur ces particules (42). Dans 

plusieurs études, l’apoB a été démontré comme étant un meilleur prédicteur des maladies 

cardiovasculaires que le LDL-C (43). L’utilisation de l’apoB au lieu du LDL-C comme 
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marqueur du risque cardiovasculaire est débattu; sa standardisation dans les laboratoires 

cliniques est assez récente et son coût de mesure est supérieur à celui du LDL-C. Le débat 

est très mécanistique : c’est le contenu en cholestérol du LDL qui s’accumule dans la 

plaque athérogénique, mais c’est l’apoB qui serait impliqué dans la captation de la particule 

de LDL par les macrophages et les cellules endothéliales. L’apoB est un meilleur prédicteur 

que le LDL-C pour le risque cardiovasculaire, surtout concernant le LDL-C sous traitement. 

C’est pourquoi l’American College of Cardiology et l’American Diabetic Association 

recommandent son utilisation pour le diagnostic et le suivi, particulièrement pour la 

quantification du risque cardiovasculaire résiduel après traitement (44). 

Les désordres du métabolisme des lipoprotéines les plus courants ont été décrits par 

Fredrickson en 1965, à l’aide de la technique d’électrophorèse appliquée aux lipoprotéines 

plasmatiques. Ce premier guide a permis de classer les patients dyslipidémiques et de cibler 

ceux nécessitant des thérapies plus agressives. Il a aussi permis une approche plus 

systématique en lipidologie. 

 

Tableau II : Classification des hyperlipidémies primaires selon Fredrickson 

Type Étiologie Lipoprotéines 
élevées 

Cholestérol TG Athérogénicité

I LPL, 
apoC-II 

Chylomicrons Normal à + ++++ Aucune 

IIa LDLR (-/-), 
apoB 

LDL ++ Normal +++ 

IIb LPL, 
apoB 

LDL et VLDL ++ ++ +++ 

III apoE IDL ++ +++ +++ 
IV Inconnu VLDL Normal à + ++ + 
V LPL, 

apoC-II 
VLDL et 

chylomicrons 
Normal à + ++++ + 

Légende : LPL, lipoprotéine lipase; LDLR, récepteur de la lipoprotéine de basse densité; 

LDL, lipopotéine de basse densité, IDL, lipoprotéine de densité intermédiaire; VLDL, 

lipoprotéine de très basse densité; TG, triglycérides. Sources : (23, 45) 
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Des résultats récents de notre équipe et d’autres supportent une implication de 

l’apoB dans les stades précoces de développement du diabète de type 2. D’abord, les 

niveaux d’apoB sont des prédicteurs de l’inflammation chronique chez les femmes 

postménopausées obèses (5). Aussi, une réduction des niveaux d’apoB par une diète 

hypocalorique dans cette même population corrèle avec une diminution de la résistance à 

l’insuline (6), alors que la diminution des niveaux circulants d’apoB corrèle avec une 

amélioration de la clairance des lipides alimentaires suite une chirurgie bariatrique (46). 

Finalement, une étude turque a rapporté que des niveaux élevés d’apoB plasmatique sont 

prédicteurs de l’incidence du diabète de type 2, indépendamment des marqueurs d’obésité 

centrale, d’inflammation et d’activité physique sur une période médiane de 5,9 ans (47). 

Cette observation a été corroborée dans une population aborigène canadienne. Cette fois, 

l’augmentation de l’apoB était le 2e meilleur prédicteur du diabète de type 2, surpassant 

l’augmentation du LDL-C ou la baisse du HDL-C, sans toutefois dépasser celle de 

l’augmentation des TG  (48). Ensemble, ces données suggèrent que des apoB-lipoprotéines 

élevées pourraient promouvoir la mauvaise clairance des gras diététiques et la résistance à 

l’insuline. 

 

II.1.3. Lipoprotéines ne contenant pas l’apoB : HDL 

La troisième catégorie concerne plutôt le transport inverse du cholestérol, soit des 

tissus périphériques vers le foie. Le HDL est sécrété sous la forme d’un disque biconcave 

contenant l’apoA-I. C’est seulement suite à l’interaction avec les autres lipoprotéines et le 

cholestérol libre circulant qu’il s’enrichit en esters de cholestérol et prend une forme 

sphérique. Les niveaux à jeun d’apoA-I se situent entre 0,98 et 2,1 g/L pour les femmes et 

0,88 et 1,8 g/L pour les hommes en santé. On souhaite typiquement des niveaux de HDL-

cholestérol supérieurs à 1,04 mM, pour ses effets cardioprotecteurs (35). La diminution des 

niveaux de HDL-C survient lorsque le contenu en cholestérol est transféré vers les 
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lipoprotéines riches en TG (chylomicrons et VLDL) par la CETP. Cette réaction est 

particulièrement favorisée en cas de niveaux élevés de TG plasmatiques, diminuant 

d’autant plus les niveaux de HDL-C (49). Un bas niveau de HDL-C est un facteur de risque 

résiduel sur le risque cardiovasculaire (50). Fait intéressant, il est possible d’obtenir des bas 

niveaux de HDL-C tout en ayant une protection cardiovasculaire, comme il est démontré 

chez les individus exprimant l’apoA-I Milano, une variante de l’apoA-I augmentant le 

catabolisme et donc le transport inverse du cholestérol (51).  

II.2. Tissu adipeux  

II.2.1. Genèse du tissu adipeux blanc 

Le tissu adipeux est un organe composé de deux tissus dits brun et blanc. Le 

premier permet la thermogenèse sans frisson, alors que les gras stockés sont transformés en 

chaleur grâce à la uncoupling protein 1 (UCP1) qui découple la chaîne de respiration 

mitochondriale de la production d’ATP. On peut détecter du tissu adipeux brun actif chez 

4,5% de la population par la méthode du positron emission tomography/computerized 

tomography (PET/CT scan liée au 18F-DG) (52). Le tissu adipeux blanc (TAB) permet 

plutôt de stocker l’énergie sous forme de graisse à haute densité calorique (9 kcal/g vs 4 

kcal/g pour les glucides (53)). Aussi, moins d’eau est requise pour solubiliser ces gras ; la 

masse des adipocytes est constituée à 85% de gras. Au total, le tissu adipeux représente de 

25 à 38% de la masse totale chez l’homme et 25 à 38% chez la femme, chez une population 

de 60 à 79 ans avec IMC entre 18,5 et 25 (54). 

Contrairement à la plupart des organes, le TAB a plusieurs dépôts dans le corps 

humain. La fraction intra-abdominale (viscérale) est composée du TAB intrathoracique et 

intraabdominopelvique, lequel est subdivisé en intrapéritonéal (omental, mésentérique et 

ombilical) et extrapéritonéal (intraabdominal et intrapelvique). La fraction sous-cutanée, 

soit la plus efficace dans le métabolisme des gras, représente 80% du tissu adipeux total 

(55) et peut être troncale, abdominale, glutéofémorale et mammaire. Au niveau de 

l’abdomen, elle comporte une section profonde et une section superficielle, séparés par le 
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fascia de Scarpa (56, 57).  Plus le TAB est profond, moins il est efficace pour l’entreposage 

des gras (57). Dans ce mémoire, le sujet d’étude est le TAB sous-cutané superficiel. 

Le TAB est constitué d’adipocytes, mais aussi de la fraction stroma-vasculaire : 

cellules endothéliales, macrophages, cellules souches mésenchymateuses, etc (58). Les 

adipocytes composent 80 à 90% du volume du TAB, mais seulement 60 à 70% du nombre 

total de cellules (59). Pour se différencier en adipocytes, les cellules souches 

mésenchymateuses doivent exprimer une pléiade de facteurs de transcriptions. Alors que 

les signaux initiant la différenciation chez l’homme sont peu caractérisés, les études sur les 

adipocytes murins (particulièrement 3T3-L1) en utilisant un mélange stimulant la 

différentiation par hormones (insuline, dexaméthasone et isobutylméthylxanthine) ont 

permis une meilleure compréhension du processus de différentiation (58). La 

différenciation des adipocytes peut être séparée en deux étapes. La première, appelée 

détermination, survient lorsqu’une cellule souche mésenchymateuse pluripotente se dédie à 

la production d’adipocytes. Elle perd ainsi son statut pluripotent et devient un pré-

adipocyte. La seconde étape, la différentiation terminale produisant l’adipocyte mature, 

implique un nombre de facteurs de transcription dans une séquence précise. D’abord, 

l’expression du peroxisome proliferator activator receptor gamma (PPARgamma) est 

nécessaire et suffisante pour la différentiation terminale chez les pré-adipocytes en culture 

(60). Son expression est toutefois régulée par une myriade de facteurs pro-adipogéniques, 

incluant CCAAT-enhancer protein beta and delta, Krüppel-like factor 5, Krüppel-like 

factor 15, sterol regulatory element-binding protein 1c et CCAAT-enhancer protein alpha 

(61). Dans ces derniers, une certaine chronologie existe. Par exemple, dans la famille 

CCAAT-enhancer protein, l’expression des membres beta et delta précède celles du alpha 

(62). L’activation de ces facteurs de transcription est fortement régulée. De fait, alors que 

l’adolescence corrèle avec une forte augmentation du nombre d’adipocytes matures, celui-

ci demeure stable chez l’adulte (environ 5,5 · 1010 adipocytes) (63). 

Quelques études ont évalué l’espérance de vie moyenne des adipocytes. La méthode 

d’incorporation de l’eau deutérée dans l’ADN a permis d’évaluer que durant 9 semaines, le 
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taux de renouvellement des adipocytes leur prédisait une demi-vie de 240 à 425 jours (64). 

Une autre étude a démontré que le taux de renouvellement annuel des adipocytes est 

légèrement inférieur à 10% et la demie-vie est de 9 ans, selon des analyses effectuées sur 

l’intégration du 14C dans l’ADN d’adipocytes isolés de tissu adipeux sous-cutané et de la 

cavité abdominale de sujets exposés aux bombes nucléaires de la Guerre Froide, entre 1955 

et 1963 (63). La différence de demi-vie observée entre ces deux études provient 

probablement d’une différence expérimentale majeure ; la première évalue prospectivement 

l’espérance de vie d’adipocytes, donc particulièrement ceux nouvellement différenciés, 

alors que la deuxième évalue plutôt l’âge moyen d’adipocytes ayant déjà survécu un 

nombre important d’années. Dans les deux cas, ces études supportent que la qualité de la 

différenciation pourrait être un facteur important de la fonction du TAB pour plusieurs 

années. 

 

II.2.2. Fonctions du tissu adipeux blanc  

Le TAB est un organe retrouvé chez les mammifères. Il a des fonctions non-

métaboliques de coussin mécanique protégeant les organes internes et d’isolation 

thermique. Le TAB est aussi un organe endocrine. Depuis la découverte en 1994 de la 

première adipokine (hormone secrétée par le tissu adipeux), la leptine, la fonction de 

régulateur hormonal de l’homéostasie par le TAB est un champ de recherche en pleine 

croissance. S’est ensuivi la découverte de l’adiponectine, l’adipsine, l’acylation stimulating 

protein, l’angiotensinogène, l’Agouti-related peptide et la résistine, toutes des hormones 

aussi produites par le TAB (65). Celui-ci sécrète aussi une panoplie de cytokines telles le 

Tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), l’interleukine-6, le plasminogen activating 

inhibitor-1 (PAI-1), le fibrinogène et les AGNE. Ces adipokines sont sécrétées dans des 

conditions particulières, indiquant au reste du corps l’état de stockage, d’inflammation et de 

stress du TAB. Ces adipokines modulent aussi la réponse du TAB à divers signaux 

métaboliques. Par exemple, l’adiponectine augmente la sensibilité à l’insuline alors que les 

cytokines proinflammatoires (IL-6, IL-1beta, TNF-alpha, etc) entraînent 
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l’insulinorésistance. Le TAB est donc un organe endocrine pouvant signaler l’état de ses 

réserves et ainsi participer à l’homéostasie corporelle.  

Finalement, une des principales fonctions du TAB étudiée dans ce mémoire est la 

régulation de l’homéostasie des lipides (65). La capacité de stockage des adipocytes 

s’exprime morphologiquement par la formation de la gouttelette lipidique ; formée à ~ 95% 

de TG et contenant des PL et des protéines en surface. Cette organelle d’abord décrite par 

Altmann et Wilson en 1896 (66) n’a été étudiée intensivement que depuis la découverte de 

la perilipin, une protéine à sa surface (67). La goutellette lipidique est enrobée de protéines, 

dont les PAT, pour perilipin, adipophilin/adipocyte differentiation-related protein (ADRP) 

et tail-interacting protein of 47 kDa (TIP47) qui ont pour rôle la coordination du stockage 

des lipides. La présence de cette organelle permet le stockage des lipides sous une forme 

stable, limitant le stress du réticulum endoplasmique généré par la lipotoxicité (66).   

. 

II.2.3. Métabolisme des lipoprotéines au tissu adipeux blanc 

II.2.3.1. Métabolisme à jeun 

Le corps humain est en continuel transfert entre l’état à jeun et l’état postprandial. 

Durant le jeûne, le corps priorise l’apport de nutriments vers les organes essentiels, soit le 

cerveau et le cœur. À cet effet, les tissus entrent dans un état catabolique et effectuent la 

glycogénolyse, la gluconéogenèse et la lipolyse afin de produire et envoyer dans la 

circulation les deux nutriments endogènes de base : le glucose et les AGNE (65). 

Durant le jeûne, le tissu adipeux approvisionne le corps en AGNE à partir de deux 

sources; 1)  la lipolyse de ses stocks endogènes de TG et 2)  l’hydrolyse du VLDL (68). La 

cascade enzymatique de la lipolyse s’effectue via l’activité des trois lipases, 

desnutrin/adipose TG lipase (ATGL), hormone sensitive lipase (HSL) et monoacylglycérol 

lipase (MGL), générant trois acides gras et un glycérol par molécule de TG (69). Les deux 

régulateurs majeurs de la lipolyse sont les cathécholamines et les glucocorticoïdes (70). La 

lipolyse est aussi stimulée par des fibres nerveuses sympathiques et des neurones sensitifs  
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innervant le TAB (71). L’étape limitante du relâchement des stocks de TG du TAB est 

l’hydrolyse par la HSL, dont l’activité est favorisée à jeun par l’action du glucagon et des 

catécholamines. Découverts plus récemment, les peptides natriurétiques, sécrétés par les 

cardiomyocytes durant l’exercice, la perte de poids et l’exposition au froid, entraînent une 

activation des natriuretic peptide receptor A et C (NPR-A et NPR-C), activant la cascade 

des protéines kinases cGMP-dépendantes menant à la lipolyse dans le TA et à l’activation 

de la thermogenèse dans le TA brun (72).  

Le foie et divers tissus effectuent la captation des AGNE (73). La dégradation des 

AGNE produit de l’énergie utilisable par les cellules du corps. Les AGNE sont catabolisés 

dans les mitochondries lors de la bêta-oxydation, produisant de l’ATP et de l’acétyl-CoA, 

dont l’énergie peut à son tour être convertie en ATP via le cycle de l’acide citrique (74). 

Dans le foie, le flux d’AG sert plutôt à la néoglucogenèse, mais l’acétyl-CoA est transformé 

en corps cétoniques : acétylacétate, acide bêta-hydroxybutanoîque et acétone. Ces derniers 

circulent librement dans le sang vers d’autres tissus, particulièrement le cœur, pour y servir 

de substrat (75) et peuvent être une cause d’acidose chez les personnes soumises à un 

régime très strict en hydrates de carbone (76). 

Le flux hépatique d’AGNE entraîne aussi la synthèse de TG et leur sécrétion sous la 

forme de VLDL. Les VLDL représentent la seconde source d’AGNE plasmatiques générés 

par le TAB et à un plus grand degré ceux générés par le muscle squelettique (77). Afin 

d’entrer dans les différents tissus, les TG contenus sur les VLDL doivent être hydrolysés 

par la LPL et les AGNE résultants captés localement (discuté plus bas). 

Le métabolisme des apoB-lipoprotéines est central à toute étude des risques 

cardiovasculaires, étant entre autres relié au métabolisme des glucides (diabète) et à la 

dysfonction de la paroi artérielle (artériosclérose, AVC, infarctus, quelques maladies 

neurodégénératives, etc). Il est habituellement étudié dans un état à jeun, car les valeurs du 

métabolisme à jeun sont stables et reproductibles. Le métabolisme postprandial des 

lipoprotéines est actuellement peu utilisé pour les marqueurs cliniques, de par ses 

limitations au niveau de la faisabilité (repas standardisé, durée d’absorption des gras 
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variable) et de l’absence de critères diagnostiques. Toutefois, il représente une majorité du 

temps d’éveil, dû à la fréquence des repas (3 à 4 par jour) et la durée nécessaire à 

l’absorption des divers nutriments (jusqu’à 6 heures pour les gras).  

II.2.3.2. Métabolisme postprandial 

Suite à la prise d’un repas, l’abondance de nutriments mène le corps à un état 

anabolique, entre autres via la sécrétion d’insuline gluco-stimulée dans les cellules bêta du 

pancréas. La signalisation de cette hormone dans les tissus périphériques entraîne une 

panoplie d’adaptions métaboliques, inhibant les voies cataboliques (lipolyse par la HSL, 

glycogénolyse, protéolyse) et favorisant les voies anaboliques (lipogenèse, 

glycogénogenèse, synthèse des protéines). In vivo, afin de distinguer l’état catabolique ou 

anabolique du corps humain, la consommation d’O2 et la production de CO2 sont mesurées 

et un indice appelé le quotient respiratoire (QR) est calculé (c’est un ratio molaire de CO2 et 

d’O2.). Cet index permet aussi d’évaluer la nature des substrats oxydés. Un QR de 0,67 est 

associé au catabolisme des cétones, alors qu’un QR de 0,7 est associé à l’oxydation des 

lipides, 0,8 des protéines, 0,84 au métabolisme mixte et 1,0 exclusivement des glucides. Un 

QR de 1.3 est plutôt associé à la lipogenèse ou à un état hyperventilatoire (78). 

Un tissu adipeux fonctionnel est apte à répondre rapidement aux signaux 

postprandiaux pour capter les TG postprandiaux afin de rétablir l’homéostasie plasmatique. 

D’ailleurs, il a été rapporté que l’activité lipolytique du TAB sous-cutané est à peu près 

nulle à jeun, alors qu’elle atteint son pic d’activité (100%) une heure après un repas et 

diminue de 10 à 30% après 6 heures. (77). Afin d’effectuer la clairance des gras diététiques 

de la circulation par le TAB sous-cutané, trois étapes coordonnées doivent être complétées: 

l’hydrolyse des lipoprotéines riches en TG par l’activité de la LPL, la captation des AGNE, 

et le stockage des AGNE. 

II.2.3.2.1. Hydrolyse par la lipoprotéine lipase (LPL) 

Comme indiqué précédemment, la clairance des lipoprotéines riches en TG débute 

par l’hydrolyse des TG circulants via la LPL. Les défauts génétiques sont associés à des cas 
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sévères d’hypertriglycéridémie (31, 79, 80). Cette enzyme est principalement produite par 

les cellules du parenchyme cardiaque, dans les muscles squelettiques et dans les tissus 

adipeux blancs et bruns. En plus des myocytes et des adipocytes, le gène est exprimé dans 

les hépatocytes, les glandes mammaires, le cerveau, les reins et les macrophages (81). 

La LPL est sécrétée et effectue son activité une fois transportée sur la surface 

luminale des endothéliocytes vasculaires. Elle s’y lie aux heparin sulfate proteoglycans 

(HSPG) (82). C’est pourquoi il est possible de relâcher cette LPL par l’administration 

intraveineuse d’héparine, qui compétitionne alors avec la liaison du HSPG à la LPL. Des 

mutations sur les glycophosphatidylinositol-linked proteins (dont le GPIHBP1) sont 

associées à une réduction de l’activité de la LPL, particulièrement sur les chylomicrons (83, 

84). Le mécanisme découvert récemment par Davies et al est que le GPIHBP1 lie et 

transporte la LPL de l’espace subendothélial vers le lumen du capillaire, là où elle 

hydrolyse les triglycérides en circulation sur les chylomicrons et VLDL (84, 85). Le 

domaine amino-terminal de la LPL contient le site actif (Ser132, Asp156 et His241) pour la 

lipolyse. Le domaine de liaison à l’héparine est plutôt en C-terminal. Les monomères natifs 

sont associés en homodimères actifs par liaison en tête-à-queue. Dans le plasma, la LPL est 

plus souvent sous forme monomérique inactive suite à sa dissociation du HSPG (86-88). 

Les coactivateurs connus de la LPL sont l’apoC-II, l’apoA-IV (89), apoA-V (90) et le 

lipase maturation factor 1 (LMF1) (91). Des études sur la souche d’adipocytes murins 3T3-

L1 ont permis de déterminer que la signalisation par l’insuline entraîne une augmentation 

de l’hydrolyse des TG via une synthèse et un recrutement augmentés de la LPL sur la 

membrane cellulaire (92). Les inhibiteurs connus de la LPL sont l’apoC-III, l’apoC-I ainsi 

que les angiopoietin-like proteins 3 et 4 (93). Nous avons récemment démontré que le TAB 

humain sécrète l’apoC-I, l’apoC-II et l’apoE. De plus, nous avons démontré que cette 

sécrétion d’apoC-I est associés à un enrichissement d’apoC-I sur les lipoprotéines riches en 

TG, réduisant ainsi leur clairance de la circulation (24). Ces résultats ont identifié un 

nouveau rôle du TAB dans le métabolisme des apoB-lipoprotéines. Les AGNE exercent 

une rétroinhibition sur l’activité de la LPL en inhibant sa sécrétion et son transport vers la 

surface endothéliale (94), en la déplaçant de son ligand membranaire, le HSPG (95) et en 
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interférant avec sa liaison à ses coactivateurs, notamment l’apoC-II (96, 97). Toutes ces 

régulations de l’activité de la LPL permettent de contrôler la quantité d’AGNE produits. 

Les concentrations élevées d’AGNE, le produit de la LPL, sont toxiques pour 

l’organisme. 1) Elles engendrent une inhibition de la glycolyse dans le muscle squelettique 

(cycle de Randle). 2) L’accumulation des TG et les métabolites associés interfèrent avec la 

signalisation de l’insuline. Par exemple, elles activent des voies signalétiques (c-Jun N-

terminal kinase, nuclear factor-kappa B, protéine kinase C) ayant comme substrat le 

récepteur à l’insuline et l’insulin receptor substrate 1 (IRS1). 3) L’accumulation d’acyl-

CoA induit un stress oxydatif. 4) Les acides gras activent les récepteurs nucléaires PPAR 

(98). C’est pourquoi des mécanismes efficaces empêchent que ces AGNE ne se retrouvent 

en grande concentration dans le sang à l’état postprandial, principalement par leur captage 

et leur stockage dans le TAB. 

II.2.3.2.2. Captation des acides gras non-estérifiés 

Les adipocytes du TAB étant enzymatiquement équipés pour le stockage des TG,  

ils peuvent accueillir un flux d’AGNE très important. Les AGNE sont captés par les 

adipocytes via plusieurs mécanismes dont l’importance relative est encore débattue. Trois 

mécanismes seront ici abordés.   

Le premier mécanisme est le mouvement latéral sur le continuum interfacial des 

membranes cellulaires. Il a été proposé suite à l’observation par microscopie électronique 

de tissu adipeux brun de rat ayant reçus une injection de chylomicrons. Dans ce mécanisme, 

les acides gras hydrolysés sur les chylomicrons migrent le long d’une interface continue de 

phospholipides raccordant les membranes cellulaires des cellules endothéliales jusqu’à la 

gouttelette lipidique et la mitochondrie dans l’adipocyte. L’existence de ce mécanisme est 

supporté par l’existence en périphérie de la gouttelette lipidique d’un tourbillon lamellaire 

constitué de phospholipides et de produits de la lipolyse, tels les AGNE, s’y accumulant et 

formant cette structure caractéristique (99). 
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Le second mécanisme est le flip-flop, il implique une diffusion passive des AGNE 

au travers de la membrane cellulaire. Il explique principalement le transport des AGNE 

circulants liés ou non à l’albumine. Ce transport nécessite leur adsorption à la membrane, 

leur protonation et flip flop au travers de la membrane  puis leur désorption de la membrane 

interne (100). Bien que rapide, ce mécanisme à lui seul n’explique pas la vitesse de 

diffusion observée in vivo (100, 101).  

Le troisième mécanisme consiste en un transport facilité par protéines. Plusieurs 

protéines membranaires ont été identifiées dans le transport membranaire de par leur 

capacité de lier les AGNE avec forte affinité. La plasma membrane fatty acid binding 

protein (FABPpm) (102) et la fatty acid translocase (aussi appelée CD36) et la fatty acid 

transport protein 1 et 4 (FATP1 et FATP4) (103) en sont de bons exemples (104). La 

production d’un gradient facilité pourrait favoriser le flip-flop des AGNE au travers de la 

membrane. Il a été démontré que la famille de FATP catalyse la réaction d’AGNE et 

d’acyl-CoA dans le cytosol, créant un gradient facilité d’AGNE au travers de la membrane 

(105, 106). 

II.2.3.2.3. Stockage sous forme de triglycérides 

Une fois captés par l’adipocyte, les AGNE sont stockés sous forme de TG par la 

voie du monoacylglycérol. Pour ce faire, ils sont d’abord «activés» par les acyl-CoA 

synthases en AGNE-CoA (107). Dans le réticulum endoplasmique en périphérie de la 

gouttelette lipidique, ils sont alors transformés en diacylglycérol puis triacylglycérol (TG) 

sous l’action de la monoacylglycérol acyltransférase puis des diacylglycérol 

acyltransférases 1 et 2, respectivement. Ils migrent alors dans le noyau de la gouttelette 

lipidique grâce à leur caractère non-polaire (108). 

II.2.4. Tissu adipeux blanc sous-cutané dysfonctionnel   

Les niveaux postprandiaux (2 à 4 heures) de TG plasmatiques permettent une 

meilleure prédiction du risque ajusté d’événements cardiovasculaires que les niveaux à jeun 

utilisés actuellement (109). Ainsi, l’incapacité du TAB à hydrolyser les lipoprotéines riches 



 

 

 

22

en TG postprandiales et de capter les AGNE relâchés, référé dans ce mémoire en tant que 

dysfonction du TAB, serait un facteur intervenant plus tôt dans le développement du risque 

cardiométabolique (110). 

Les résidus de chylomicrons et d’AGNE peuvent induire la lipotoxicité dans les 

tissus périphériques, notamment le foie, le pancréas et les muscles. Dans le foie, ceci 

augmente la production de VLDL, diminuant la clairance des chylomicrons par compétition 

sur la LPL, ce qui participe à augmenter l’hypertriglycéridémie postprandiale (111-114). Le 

flux d’acides gras vers le muscle peut mener à une dysfonction diminuant la sensibilité à 

l’insuline de ce tissu. Cet effet des AGNE a été démontré causal dans la pathogenèse du 

diabète de type 2 observé chez les sujets avec une résistance à l’insuline précoce dans les 

tissus périphériques.  Dans le pancréas, le flux d’acides gras peut mener à une baisse de la 

capacité de cet organe à sécréter l’insuline. L’incubation de cellules pancréatiques beta 

avec des concentrations physiologiques élevées d’AGNE est associée à une baisse de la 

production d’insuline, et donc à une augmentation du risque d’insuffisance de la régulation 

glycémique menant au diabète de type 2.  

La relation entre l’apoB-100 et la fonction du tissu adipeux blanc avait déjà fait 

l’object d’un élégant travail par l’équipe de Skogsberg et al, qui avaient démontré chez des 

modèles de tissu adipeux sous-cutané humain, murin et chez les adipocytes 3T3-L1 que 

l’apoB entraîne une diminution de la lipolyse intracellulaire stimulée par noradrénaline 

(115). Sans toutefois s’intéresser à l’hydrolyse des TG en circulation, cette étude avait ainsi 

suggéré que le tissu adipeux blanc est sensible aux concentrations d’apoB. En effet, cette 

inhibition avait été abolie chez les souris ldlr-/- humanisées apob100/100, indiquant 

l’importance du LDLR dans ce signal métabolique.  

Récemment, il a été démontré que l’ajout de LDL oxydé augmente la prolifération 

et diminue l’apoptose et la différentiation des préadipocytes 3T3-L1 via son effet sur le 

récepteur CD36. En effet, Kuniyasu et al ont démontré que le LDL oxydé est endocyté par 

les adipocytes 3T3-L1 via le récepteur CD36 avant d’être dégradé dans l’endosome (116). 

Cluster of differentiation 36 (CD36) est une glycoprotéine membranaire servant de ligand à 
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diverses lipoprotéines grâce à son domaine de liaison aux acides gras (117-119) et 

effectuant le transport des acides gras dans les myocytes et les adipocytes (120). Aussi, des 

préadipocytes 3T3-L1 traités avec du LDL oxydé ont une prolifération augmentée et une 

apoptose réduite. Les adipocytes 3T3-L1 différenciés en présence de LDL oxydé ont une 

expression soutenue de Pref-1, causant une expression plus timide d’Ap2 et de 

PPARgamma et un moindre stockage de lipides, le tout indiquant une inhibition de 

l’adipogenèse. À noter, l’ajout de LDL oxydé sur des adipocytes 3T3-L1 différenciés 

ramène l’expression de Pref-1 (7), suggérant une dé-différenciation. Les adipocytes 3T3-L1 

exposés au LDL oxydé ont une voie de la protéine kinase C active, menant à la 

translocation nucléaire du nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2), induisant 

l’expression du gène codant CD36 (121). Le LDL oxydé est donc internalisé par les 

adipocytes et entraîne l’activation de voies signalétiques réduisant l’adipogenèse.  
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Chapitre III. Problématique : comprendre et prévenir la 

dysfonction du tissu adipeux 

Les connaissances actuelles nous ont amené à croire que les niveaux élevés d’apoB-

lipoprotéine pourraient être une cause et non seulement une conséquence du TAB 

dysfonctionnel. Notre étude vise donc à examiner la relation entre des niveaux élevés 

d’apoB-lipoprotéines et la mauvaise captation des acides gras par le tissu adipeux blanc 

chez une population de femmes en surpoids ou obèses.  

La première hypothèse est que les niveaux d’apoB-lipoprotéines circulants sont 

associés à une mauvaise clairance postprandiale des acides gras chez des participantes 

soumises à repas riche en gras marqués au 13C (in vivo). La seconde est que l’apoB-

lipoprotéine majoritaire (90% des niveaux circulants d’apoB), le LDL, inhibe l’hydrolyse et 

la captation des lipoprotéines riches en TG par les biopsies de tissu adipeux sous-cutané (ex 

vivo). La troisième est que les adipocytes 3T3-L1 différenciés en présence de LDL ont une 

réduction de leur fonction d’hydrolyse et de captage des lipoprotéines riches en TG (in 

vitro).  
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Chapitre IV. Méthodologie et population d’étude 

IV.1. Population étudiée 

Les 22 sujets sont recrutés selon les critères d’inclusion suivants : 1) femme de 45 à 

74 ans ; 2) IMC > 27 kg/m2 ; 3) hormone folliculo-stimulante plasmatique > 30 U/L 

(ménopausée) et sans hormonothérapie de remplacement depuis ≥ 3 mois ; 4) poids stable : 

variation de poids ≤ 2 kg depuis 3 mois ; 5) sédentarité : activité physique faible (< 2 

heures hebdomadaires d’activité physique structurée) ; 6) non-fumeuse ; 7) moins de 2 

consommations d’alcool par jour ; 8) aucun antécédent de diabète, d’hypertension, de 

maladie cardiovasculaire (défini par un score de Framingham ≥ 20%) (122), gastro-

intestinale, respiratoire, hormonale, ou tout autre condition médicale ou psychologique 

pouvant influencer les résultats, ou nécessiter une prise en charge médicale, à la discrétion 

de l’investigateur (May Faraj) et du médecin traitant (Dr Rémi Rabasa-Lhoret). 

IV.2. Protocole d’étude des sujets 

Les participantes, recrutées par annonces dans les journaux, sont dirigés vers la 

clinique de l’Institut de Recherches Cliniques de Montréal (Montréal, Québec, Canada) 

dans le cadre de l’étude principale «Cibler l’hyperapoB pour réduire le risque de diabète de 

type 2 chez les sujets obèses; mécanisme d’action». Les données de ce mémoire sur le 

métabolisme du gras ne concernent que les sujets qui ont aussi pris part à la sous-étude 

intitulée «Cibler l’hyperapoB pour réduire le risque de diabète de type 2 chez les sujets 

obèses; mécanisme d’action – Sous Étude».  Tous les sujets ont lu et signé les formulaires 

de consentement ci-joints. Ces documents ont été approuvés par le Comité d’éthique 

humaine de l’Institut de Recherches Cliniques de Montréal le 16 août 2010.  Les sujets 

participent en premier lieu à un questionnaire téléphonique. Ensuite, lors de la première 

visite, elles sont informés en détails du contenu du formulaire de consentement et diverses 

mesures anthropométriques (poids, taille, tension artérielle) ainsi qu’une prise de sang à 

jeun (14 mL) sont prises. Sont alors mesurés à l’hôpital Hôtel-Dieu de Montréal : formule 

sanguine complète, HbA1c, glucose, urée, créatinine, sodium, potassium, acide urique, 
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protéines totales, albumine, TSH, ALT, AST, GGT, ALP, bilirubine totale et FSH. Les 

triglycérides, cholestérol total, HDL-cholestérol, LDL-cholestérol (calculé) et l’apoB sont 

mesurés par analyseur automatique COBAS INTEGRA 400 (Roche Diagnostic, Montréal, 

Canada) dans notre laboratoire à l’IRCM.  Tous ces marqueurs permettent de déterminer 

l’éligibilité du sujet. Les participantes rencontrent la semaine suivante un médecin 

collaborateur de l’étude pour un examen médical et leur poids est mesuré. Le poids du sujet 

est alors mesuré hebdomadairement pour au moins 2 semaines afin d’assurer la constance 

du poids (variation < 2 kg par mois). À la 5e visite, les participantes sont soumises à des 

mesures de composition corporelle (poids, tour de taille, tour de hanche, Dual-Energy X-

Ray Absorptiometry) (5, 6), de métabolisme au repos durant 20 minutes par calorimétrie 

indirecte (Vmax encore, Cardinal Health) (6, 46, 123) et de clamp Botnia. Ce dernier 

consiste en un test de tolérance au glucose par voie intraveineuse d’une heure suivi d’un 

clamp hyperinsulinémique euglycémique de 3 heures. Les tubes de sang (50 mL) servant à 

l’isolation du LDL des participantes à jeun sont prélevés au début de cette journée. Le 

glucose est mesuré par analyseur automatique (YSI 2300 STAT Plus, Life Sciences) et 

l'insuline par essai radioimmunologique humain (Millipore Corporation).  À la visite 

suivante, elles participent à un test de tolérance au gras par voie orale, communément 

appelé Fat Load (46). Une biopsie à jeun du tissu adipeux sous-cutané de la hanche, de 200 

à 500 mg, est prise par aspiration via aiguille par un médecin collaborateur sous anesthésie 

locale (Xylocaïne 20 g/L, Astrazenaca, Mississauga, ON) (124, 125). 

IV.3. Fournitures de culture cellulaire et biopsies 

La souche 3T3-L1 provient de l’American Tissue Culture Collection (ATCC CL-

173). Les mixtures FBS et DMEM : F12 (1 :1) sont obtenues de Gibco BRL (Life 

Technologies, Burlington, Ontario, Canada). Les plaques 24-puits (polystyrène, fond plat) 

proviennent de Starstedt (Newton, NC, USA) et les plaques 48-puits (polysturène, fond 

plat) de Falcon (Franklin Lakes, NJ, USA). La trioléine marquée au tritium (3H), du 

trioléine-[9,10(N)-3H] (91,0 Ci/mmol) ainsi que l’oléate marquée au 3H, de l’oléate-

[9,10(N)-3H] (45,5 Ci/mmol)  sont obtenues de Perkin Elmer (Boston, MA). Sigma-Aldrich 
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Canada, Ldt est fournisseur d’insuline, dexaméthasone, 3-isobutyl-1-méthylxanthine, 

trioléine, oléate de sodium, L-α-phosphatidylcholine (100 g/L dilué dans le chloroforme) de 

jaune d’œuf et albumine de sérum bovin (BSA) isolée par choc thermique. 

IV.4. Isolation du LDL 

La technique d’ultracentrifugation par gradient de densité permet l’isolation du 

LDL. Le sang des participantes à jeun est centrifugé à 3000 rpm à 4°C pour 15 minutes et 

le plasma est récolté. Il est ensuite dilué dans 2 volumes d’une solution de NaCl :EDTA 

(densité 1,006 g/mL, 0,01% d’EDTA) et ultracentrifugé 2 heures (ultracentrifugeuse XL-90 

Beckman, rotor Ti50, tubes 10 mL, 45 000 rpm, 5°C). Le 2 mL supérieur de surnageant 

(VLDL) est récolté par aiguille et jeté. Le culot est resuspendu et la densité de la solution 

apportée à 1,019 g/L par l’ajout d’une solution de KBr (densité 1,069 g/mL, 0,01 % 

d’EDTA) et ultracentrifugé 8 heures selon les paramètres ci-haut. Le 2 mL de surnageant 

(IDL) est alors aspiré et jeté. Le culot restant est resuspendu et la densité alors augmentée à 

1,063 g/mL par une solution de KBr (densité 1,345 g/mL, 0,01 % d’EDTA) puis 

ultracentrifugé 32 heures. Le 2 mL supérieur de surnageant (LDL) est aspiré et conservé. 

La solution de LDL est dessalée dans un tube de filtration par centrifugation 

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices (maximum 15 mL), ultracel 100 kDa) (3000 

rpm, swinging bucket, Sorvall, 1h30, 4°C). Deux autres fois, le LDL conservé dans le filtre 

est resuspendu dans 12 mL de solution saline (0,15 M NaCl + 0,01% EDTA) et centrifugé. 

Le LDL concentré et dessalé est alors recueilli et stérilisé par filtration grâce à une seringue 

1 mL U-100 et un filtre 0,2 µm Supor Membrane, Low Protein Binding (PALL Life 

Sciences) vers un tube cryogénique 2 mL stérile. La concentration d’apoB est mesurée par 

analyseur automatisé COBAS INTEGRA 400 (Roche Diagnostic, Montréal, Canada). La 

solution de LDL est conservée stérile à 4°C pour un maximum de 3 semaines avant 

utilisation. 
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IV.5. Culture des adipocytes 3T3-L1 

Les préadipocytes murins 3T3-L1 sont incubés à 37°C avec du médium de 

culture DMEM : F12 (1 :1)  additionné de 10% de FBS, 100 mg/L de streptomycine et 

100 000 u/L de pénicilline et dans des flasques 75 cm2 BD Falcon (Bedford, MA, USA). 

Les cellules sont passées avec une confluence maximum de 70%, au plus 5 fois depuis la 

réception de la souche cellulaire. L’ensemencement est effectué sur plaque 24-puits à 

21 000 cellules par puit. Deux jours après la confluence, ici appelé Jour 0, la différentiation 

est favorisée par l’ajout de dexaméthasone (0,25 µM), d’3-isobutyl-1-méthylxanthine (0.5 

µM) et d’insuline (1,74 µM) au milieu de croissance. Au jour 2, le milieu de culture est 

changé et seule l’insuline (1,74 µM) y est ajoutée. Ce milieu avec insuline est changé au 

jour 5. L’expérience sur les cellules différenciées est effectuée au jour 7 ou 8 (126).  

IV.6. Mesure de l’activité totale in situ de la LPL 

IV.6.1. Préparation du substrat de triglycérides radioactifs  

Le substrat de triglycérides radioactifs permet d'évaluer la fonction d'hydrolyse et de 

captage des acides gras par les biopsies de TAB et les adipocytes 3T3-L1 selon une 

méthode décrite précédemment (126, 127). Le substrat, consistant en des micelles de 

triglycérides marqués radioactivement dans une solution aqueuse, est préparé en quatre 

étapes dans un tube conique de 15 mL en polypropylène. Premièrement, la phase lipidique 

de trioléine non-marquée (concentration finale de 640 nmol/puits après dilution 9 dans 10 

avec la solution de NaCl: EDTA et/ou LDL), de phosphatidilcholine (54 μg/puits), de 3H-

trioléine (3,15 uCi/puits) y est ajoutée dans du toluène (5 μL/puits) puis vortexé 10 

secondes. Deuxièmement, le tout est évaporé 20 minutes sous jet faible de gaz inerte 

(azote). Troisièmement, la phase aqueuse de BSA 8.5% (w/v dans du DMEM:F12)  (2,04 

% w/v par puits), de tampon TRIS (2M, pH 7,2, 113 μL/puits), de sérum d’homme à jeun 

(34 μL/puits) et de SFM (DMEM/F12, 45 μL/puits) y est ajoutée et vortexée. Finalement, 

la sonication (75 Watts, 200 sec, 10 sec ON, 10 sec OFF sur glace en alternance) permet 
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l’assemblage des micelles. Des portions de 5 uL de ce substrat sont mesurées dans le 

compteur à scintillation pour en déterminer l’activité radioactive, soit une mesure du 

nombre de comptes par minute correspondant à cette concentration de 3H-TG. À ce substrat 

utilisé sur les biopsies de TAB, on ajoute 50 uL de solution de NaCl: EDTA (densité 1,006 

g/mL, 0,01% d’EDTA) ou de LDL afin d’obtenir les conditions contrôle ou celles avec 

LDL à 1.2 g/L d’apoB. 

IV.6.2. Préparation du substrat d’acides gras radioactifs 

Pour le substrat d’acides gras non-estérifiés radioactifs, une phase lipidique 

d’oléates tritiés (0,5 μCi/puits) est introduite dans un tube 15 mL puis évaporée sous jet 

d’azote. Ensuite, de l’oléate: BSA non marqué (5 mM : 0.833 mM dans du DMEM : F12, 

soit 5X la concentration finale) est chauffé à 67°C et ajouté à l’oléate radioactif. Le tout est 

immédiatement vortexé une minute afin de permettre l’incorporation des oléates marqués 

sur l’albumine. Du DMEM : F12 (350 uL/puit) est ajouté afin d’obtenir une concentration 

finale d’acides gras de 1 mM. Des échantillons de 5 μL sont conservés et leur activité 

radioactive comptée. Un volume de 450 uL de substrat sera dilué avec 50 uL de solution 

NaCl: EDTA (densité 1,006 g/mL, 0,01% d’EDTA) et/ou du LDL à 1,2 g/L d’apoB pour 

son utilisation sur les biopsies de tissu adipeux. 

IV.6.3. Effet du LDL sur la lipoprotéine lipase 

Le substrat de TG marqués radioactivement pour la LPL est différent de celui pour 

les adipocytes et biopsies mais préparé selon les mêmes étapes (126). La phase lipidique 

contient plutôt de la trioléine non-marquée (concentration finale de 141 nmol/puits), de 

phosphatidilcholine (6,0 μg/puits), de 3H-trioléine (0,4 uCi/puits) dans du toluène (4,86 

μL/puits). La phase aqueuse est constituée de BSA 8.5% (w/v dans du DMEM:F12)  (2.23 

% w/v par puits), de tampon TRIS (2M, pH 8.2, 25 μL/puits), de sérum d’homme à jeun 

(7.5 μL/puits) et d’eau ultrapure (37,5 μL/puits) auquel est ajouté 10 uL de solution NaCl : 

EDTA (densité 1,006 g/mL, 0,01% d’EDTA) ou de LDL à 1,2 g/L d’apoB (126). L’activité 



 

 

 

30

de la LPL purifiée par Sigma ainsi que celle extraite à partir de cellules 3T3-L1 via 

héparine (100 ug/mL, 45 minutes, 37°C, plaques 6-puits) ont été mesurées. 

IV.6.4. Effet du LDL sur les adipocytes 3T3-L1 

Au substrat pur ci-haut est ajouté du LDL et sa solution de transport, le NaCl: 

EDTA (densité de 1.006 g/mL, 0.01% EDTA), afin d’obtenir une concentration d’apoB de 

1.2 g/L et une concentration de TG de 141 nmoles pour un volume de 250 µL par puit. Les 

puits contrôles ne reçoivent qu’un substrat pur dilué dans le NaCl : EDTA pour obtenir les 

mêmes concentrations, mais sans LDL. Les adipocytes 3T3-L1 sont d’abord rincés avec 1 

mL de Hank’s Buffered Saline Solution (Life Technologies, Californie, USA) préchauffé à 

37°C avant de recevoir ces substrats avec ou sans LDL. Après quatre heures d’incubation 

(37°C, 5% CO2), le substrat est transféré dans un tube 1,5 mL puis les adipocytes sont 

doucement rincés deux fois avec du phosphate buffered saline (4°C) (NaCl 8 g/L, KCl 0,2 

g/L, Na2HPO4–7 H2O 2,68g/L, KH2PO4 0,24 g/L, pH 7,4). Les lipides intracellulaires sont 

ensuite extraits grâce à l’ajout d’une solution d’heptane : isopropanol  (3 :2) (v/v), d’abord 

1 mL laissé jusqu’au lendemain scellé dans un parafilm et ensuite transféré dans un autre 

tube 1,5 mL, puis 0,5 mL laissé une heure et transféré dans ce même tube. Les tubes de 

médium et de lipides intracellulaires sont conservés à -20°C jusqu’à analyse (126). Une 

moyenne de 6 expériences avec LDL provenant de femmes différentes a été présentée. 

IV.6.5. Prélèvement et préparation de la biopsie de tissu adipeux 

La biopsie de tissu adipeux blanc sous-cutané est lavée avec du tampon HBSS à 

37°C et transféré dans 30 mL de tampon HBSS (1X) supplémenté de streptomycine (100 

ug/mL) et pénicilline (100 U/mL). La biopsie est ensuite séparée en pièces de 5 à 10 mg et 

transférée dans une plaque 48-puits qui contient du HBSS à 37°C jusqu’au début de 

l’incubation avec les substrats radioactifs. Chaque condition contient environ 3 à 6 

échantillons. 
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IV.6.6. Effet du LDL sur les biopsies de tissu adipeux 

Afin d’évaluer la fonction des biopsies, les pièces précédemment préparées sont 

transférées dans 500 uL de chaque substrat radioactif, avec et sans LDL, avec au moins 

chaque condition en triplicata, dans une plaque 48-puits. Le tout est incubé quatre heures à 

37°C et 5% CO2 sous légère agitation. Le milieu d’incubation est transféré dans des tubes 

1,5 mL et les biopsies transférées dans une plaque 48-puits contenant du PBS à 4°C pour 

rinçage. Les biopsies sont ensuite transférées dans un autre tube 1,5 mL contenant 1 mL 

d’heptane : isopropanol (3 :2) (v/v) et laissées avec agitation douce jusqu’au lendemain. 

Ensuite, le solvant est transféré dans un tube 1,5 mL et une seconde portionde 0,5 mL 

d’heptane : isopropanol (3 :2) (v/v) est ajoutée dans le tube contenant la biopsie et laissée à 

agiter 30 minutes. Le solvant est de nouveau transféré dans le même tube, contenant 

maintenant 1,5 mL de lipides intracellulaires extraits dans le solvant. Les tubes de milieu et 

de lipides intracellulaires extraits sont conservés à -20°C jusqu’à analyse (126). 

IV.6.7. Extraction des lipides et mesure 

Les tubes de milieu sont décongelés et 200 uL de chaque est transféré vers un tube 2 

mL, auquel est ensuite ajouté 5 volumes (soit 1 mL) de chroroforme : méthanol (2 :1 v/v). 

Les tubes sont vortexés et laissés 30 minutes à température pièce avant d’être centrifugés 

(1500 rpm, 15 minutes). La phase supérieure de méthanol et l’interphase de protéines sont 

aspirées et jetés à l’aide d’une pipette. La phase inférieure apolaire de chloroforme 

contenant les lipides-3H est ensuite évaporée jusqu’au lendemain. Cette phase est ensuite 

resuspendue dans 25 µL de CHCl3 : MeOH (2 :1 v/v) puis vortexée. Dans le cas des 

substrats ne contenant que des acides gras marqués, 20 µL est directement transféré dans 

des tubes à scintillation. Pour les substrats de TG marqués, 20 µL est transféré sur une 

plaque de silice LK5 150 Å (Whatman, Clifton, NJ) pour effectuer la séparation des TG-3H 

et des AGNE-3H par la technique de chromatographie sur couche mince. Le tampon de 

migration (phase mobile) d’hexane : éther : acétate (75 :25 :1 v/v) permet la migration 

(AGNE Rf = 0,22 et TG Rf = 0,5) d’environ une heure. Après séchage (15 min), les TG-3H 



 

 

 

32

et AGNE-3H sont révélés avec de la vapeur d’iode et identifiés grâce à des standarts de TG 

et AGNE. L’iode est ensuite évaporé jusqu’au lendemain. Les bandes de silice contenant 

les TG-3H et AGNE-3H sont ensuite grattées et transférées dans des tubes à scintillation et 

identifiés. Tous les tubes à scintillation recoivent ensuite 5 mL de fluide à scintillation 

Cytoscint (MP Biomedicals, Santa Ana CA, USA), vortexés, et laissés une heure sur 

Bellydancer avant d’être mesurés dans un compteur à rayonnement beta (126).  

IV.6.8. Mesure des lipides-3H intracellulaires 

Les tubes de lipides-3H intracellulaires sont décongelés et laissés à évaporer 

jusqu’au lendemain. Ils sont alors resuspendus dans 200 µL de CHCl3 : MeOH (2 :1 v/v) et 

vortexés. Ils sont ensuite transférés en duplicata de 20 μL vers des tubes à scintillation 

auxquels sont ajoutés 5 L de fluide à scintillation. Les tubes sont alors vortexés et leur 

activité radioactive mesurée dans le compteur de rayonnement beta (126).  

IV.7. Analyse statistique 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± l’erreur standard de la moyenne (SEM). 

Les données de cellules 3T3-L1 sont interprétées par analyse de variance (ANOVA) en 

comparant les groupes sans/avec LDL grâce au post-test de Bonferroni. La fonction des 

biopsies de tissu adipeux est comparée par test t de Student avec pairage. Les analyses sont 

produites grâce à GraphPad Prism (version 5.04). Chaque condition d’incubation est 

reproduite au moins en quadruplicata. La significativité est fixée à P ≤ 0.05. 
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V.2. Abstract 

Objective: Delayed plasma clearance of postprandial triglyceride-rich lipoproteins 

(TRL) by white adipose tissue (WAT) promotes hypertriglyceridemia and elevated plasma 

apoB-lipoproteins, primarily LDL. This study examines whether LDL induces delayed 

clearance of TRL by WAT.   

Methods/Results: Following the ingestion of a 13C-triolein-labelled high-fat meal, 

obese women with high plasma apoB (> median 0.93 g/L, N=11, > 98% as IDL/LDL) had 

delayed plasma clearance of postprandial 13C-triglyceride and 13C-NEFA over 6-hours 

compared to women with low apoB. The AUC6hrs of plasma 13C-triglyceride and 13C-NEFA 

correlated with plasma apoB but not with LDL diameter or adipocytes’ area. There was no 

group-difference in 13C-triolein oxidation rate. Altogether, this suggests lower 13C-NEFA 

uptake and storage in peripheral tissue in women with high apoB. Ex vivo, following 4-

hours-incubation of women’s WAT with synthetic 3H-triolein-TRL, plasma apoB 

correlated negatively with WAT 3H-lipids. Treatment of women’s WAT with their own 

LDL decreased 3H-TRL hydrolysis and increased medium 3H-NEFA accumulation. In 

vitro, LDL directly inhibited LPL activity. Finally, LDL-differentiated 3T3-L1 adipocytes 

had lower 3H-TRL hydrolysis and 3H-NEFA storage.   

Conclusion: These finding suggest that LDL delay clearance and storage of TRL in 

human WAT, which may act in a positive feedback mechanism further promoting hepatic 

production of apoB-lipoproteins and hypertriglyceridemia.    

 

Key words: Adipose tissue, diet and dietary lipids, dyslipidemias, insulin resistance, 

hyperapoB, LDL diameter, apoB48 and apoB100, dietary triglyceride clearance, FPLC
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V.3. Introduction 

White adipose tissue (WAT) is the most physiological depot with unlimited capacity 

to store triglyceride, thus it plays a major role in the regulation of lipid metabolism in the 

fasting and postprandial states (1-5). In the fasting state, WAT releases non-esterified FA 

(NEFA) into the circulation to be taken up and oxidized by peripheral tissues for energy. In 

the postprandial state, reciprocal changes occur in the WAT function, mainly driven by 

postprandial signals like insulin, which inhibits the lipolysis of endogenous WAT-TG 

stores and increases the clearance of triglyceride-rich lipoproteins (TRL) of intestinal 

(chylomicrons, apoB48-lipoproteins) and hepatic (VLDL, apoB100-lipoproteins) origins. 

The clearance of TRL by WAT requires three sequential steps: 1) the hydrolysis of TRL by 

endothelial lipoproteins lipase (LPL); 2) the uptake of LPL-generated NEFA by adipocytes; 

3) and, finally, the trapping of NEFA and storage as TG (2, 4). Healthy WAT is thus able to 

switch promptly from fasting (NEFA release) to postprandial (NEFA trapping) re-

establishing homeostasis in plasma TG and NEFA after the ingestion of a meal. The 

trapping of dietary LPL-generated NEFA in human subcutaneous WAT is almost absent in 

the fasting state, increases to 100% 1 hour after a meal and then decreases to 10-30% 6 

hours following the ingestion of a meal (4).  

Delayed plasma clearance of postprandial TRL by WAT is closely associated with 

hypertriglyceridemia, elevated concentrations of apoB-lipoproteins and insulin resistance in 

humans (5-9). This stems from the findings that decreased postprandial plasma clearance of 

chylomicron and trapping of NEFA by WAT promote their flux into non-adipose peripheral 

tissues, including muscle, pancreas and liver, inducing lipotoxicity and insulin resistance 

(5, 10, 11). In the liver, this also leads to increased synthesis and secretion of VLDL, which 

further reduce chylomicron clearance due to competitive binding to LPL (8, 12-16). 

Chronic delayed TRL clearance, hepatic overproduction of VLDL, delayed TRL-remnant 

removal and increased generation of LDL leads to hypertriglyceridemia and increased 

plasma apoB-lipoproteins, measured as plasma apoB (8, 17, 18). The role of WAT in 

lipoprotein metabolism is essential, that inherent abnormalities in WAT function are 
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believed to lead to the most common dyslipoproteinemia, Familial Combined 

Hyperlipidemia (FCHL), characterized by hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia, 

hyperapoB, small dense LDL and insulin resistance (9, 19).  

The mechanisms responsible for delayed plasma clearance of postprandial TRL in 

WAT are not fully understood. However recently, the uptake of oxidized LDL by 3T3-L1 

adipocytes was reported to increase cell proliferation and to decrease cell apoptosis and 

differentiation (20-22). This suggests that apoB-lipoproteins may directly reduce adipocyte 

function. In addition, multiple clinical studies have demonstrated that statin therapy, which 

reduces plasma concentrations of apoB-lipoproteins, improves plasma TG clearance (23-

26). As most apoB-lipoproteins are in the form of LDL (18), these findings prompted us to 

hypothesize that LDL promotes hypertriglyceridemia by hindering WAT function and 

postprandial TRL clearance in humans.  

To test this, we examined postprandial TRL clearance in healthy postmenopausal 

overweight and obese women using in vivo, ex vivo WAT and in vitro adipocytes models. 

Our hypotheses were that: 1) women with high plasma apoB have reduced plasma 

clearance of dietary TRL and NEFA, and 2) women’s LDL directly inhibits the function of 

their own WAT measured as reduced hydrolysis of synthetic TRL and uptake of NEFA and 

3) women’s LDL directly reduce the function of 3T3-L1 adipocytes. 

 

V.4. Methods 

Study design and population: Twenty-two post-menopausal women were studied. 

The inclusion criteria were: BMI ≥ 27 kg/m2, age = 45-74 years, non-smoker, sedentary (< 

2 hours of structured physical exercise/ week), and low alcohol consumption (< 2 drinks/ 

day). The exclusion criteria were: elevated risk of cardiovascular disease (≥ 20% calculated 

Framingham Risk Score) (27), prior history of chronic disease (untreated thyroid disease, 

cardiovascular disease, diabetes), inflammatory diseases or cancer within the last 3 years, 

claustrophobia, abnormal plasma values (Hb < 120 g/L, creatinine > 100 µmol/L, AST or 
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ALT > 3 times normal limit), abnormal blood coagulation, concomitant medications: 

hormone replacement therapy (except thyroid hormone at a stable dose), lipid lowering, 

hypotensive agents, systemic corticosteroids, anti-psychotic medications - psychoactive 

medication, anticoagulant treatment, weight-loss agents or adrenergic agonist, known 

substance abuse, lack of time to participate in the full length of the study (5 weeks). The 22 

women were separated into 2 groups based on median plasma apoB, which represents an 

average of 2 values measured twice, 3-weeks apart. All participants gave written informed 

consent prior to initiation of the study, which had been approved by the Ethics Board at 

IRCM.  

Anthropometric and metabolic measurements: All analyses were conducted at 

the end of a 4-weeks weight stabilisation period (+/- 2 kg) in order to eliminate the effects 

of weight fluctuation on the measured metabolic outcomes (28). Body composition was 

measured by dual energy x-ray absorptiometry (General Electric Lunar Corporation version 

6.10.019) (29, 30). Resting metabolic rate (RMR) and substrates oxidation rates were 

measured over 20 min by indirect calorimetry (Vmax encore, Cardinal Health) (30-32). 

Serum lipids and apoB were measured by automated analyser and LDL-C was calculated 

by the Friedewald equation (33) (COBAS INTEGRA 400, Roche Diagnostic), plasma 

apoB48 by ELISA (BioVendor USA/Canada) (34), serum glucose by an automated 

analyzer (YSI 2300 STAT Plus™, Life Sciences) and insulin by a human 

radioimmunoassay (Millipore Corporation)   

Lipoproteins profiling and LDL isolation: LDL diameter was measured by an 

automated polyacrylamide gel electrophoresis system that separates apoB-lipoproteins 

based on size into 1 TRL, 3 IDL and 7 LDL fractions (FDA-approved, Lipoprint system, 

Quantimetrix (35)). Fresh plasma lipoproteins were also fractioned by size using fast 

protein liquid chromatography (FPLC, Sepharose 6 column) (36). As a quality control, we 

measured and compared the concentrations of cholesterol in the fasting TRL and IDL/LDL 

fractions as separated by the FPLC and by the Lipoprint. The cholesterol concentrations 

measured by these 2 techniques were highly correlated (TRL: r= 0.82, IDL/LDL: r = 0.92, 
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p< 0.0001), indicating the reliability of the FPLC-fractionation of the lipoproteins. ApoB 

and apoE concentrations in 80 FPLC fractions were quantified by in-house ELISA using 

polyclonal antibodies against human apolipoproteins (Academy Biomedical) as published 

(36). Women’s LDL was isolated from fresh fasting plasma by sequential 

ultracentrifugation using KBr density solution (1.019 - 1.063 g/mL, 0.01% EDTA) and 

Beckman Ti-50 rotor (45,000 rpm, 32 hours, 5oC), after removal of TRL and IDL (density 

< 1.019 g/mL). LDL solutions were desalted 3x with 12 mL saline (0.01% EDTA), then 

sterile filtered (0.2 um filters) and stored at 4ºC for later use in the ex vivo and in vitro 

experiments within 2-3 weeks of isolation. LDL was not contaminated with HDL since the 

concentration of apoA-I in isolated samples was under detectable limits (< 0.058g/L by 

COBAS).   

Postprandial in vivo fat clearance:  The clearance and oxidation of a 13C-labelled 

high-fat meal was assessed as previously published with modifications (32). At T = -1 hr, 

fasting subcutaneous WAT samples were obtained by the physicians of the study from the 

right hip by needle biopsy under local anaesthesia (Xylocaine 20 mg/ml, AstraZeneca) (37, 

38). Fasting RMR, breath and blood samples were collected at T = 0 hr, followed by the 

consumption of a high-fat meal that was labeled with 13C-triolein (glycerol tri(oleate-1-
13C), 99 atom% 13C, Sigma-Aldrich Canada) standardized to body surface area (600 

kcal/m2, 0.017 gm 13C-triolein/g fat, 68% fat, 18% carbohydrate). Serial measurements of 

respiration and collection of breath and blood samples were conducted at 1, 2, 4, and 6 

hours postprandially. Breath samples were obtained by blowing into sealed bags and 

transferred into 10 mL vacutainers. Plasma lipids were extracted with chloroform: methanol 

(2:1) and separated by TLC (32). The 13C enrichment in the breath 13CO2 and plasma 13C-

TG and 13C-NEFA were analysed by isotopic ratio mass spectrophotometer with a 

continuous flow module (Vario Micro CHNS Cube, Elementar Americas Inc). The mass 

spectrometry was calibrated using 2 international L-glutamate standards (USGS40 and 

USGS41) purchased from International Atomic Energy Agency (http://nucleus.iaea.org) 

with 13C-enrichment of -26.389 and +37.626 ppm. The samples’ 13C-enrichment was 

calculated as previously described (32) as:  



 

 

 

39

∆13C ‰ t=i =  [(RS t=i - RVPDB )  / RVPDB ] x  103 

where ∆13C ‰ t=i = Delta at time = i hr in part per million (ppm), RS t=i = 13C/12C of the 

sample at time = i hr, RVPDB= 13C/12C of the international standard VPDB = 0.0112372. 

The % of 13C-recovered in breath 13CO2 per hour was calculated as:   

%13Crec/hr   = [(mM excess 13C/mM CO2 t=i ) / mM 13Cadmin] x mM CO2 excreted/hr x 1.3 

x 100 

where  mM excess 13C/mM CO2 t=i  = (∆13C ‰ t=i - ∆13C ‰ t=0) x RVPDB  x 10-3  

mM 13Cadmin = [mg 13C-triolein/ M] x [(P x n) / 100]  

mM CO2 excreted/h = CO2 excreted (mL/hr) / 22.4  

where mg 13C-triolein = weight of administered 13C-triolein, M= Molecular weight of 13C-

triolein or 885.4 g/mol, P= 13C-isotope purity or 99%, n= number of labelled carbon 

position or 3, 1.3 = correction factor to adjust for the uptake of label into the HCO3 pool 

with bolus feeding (32, 39-41), 22.4 is the volume in liters of 1 mole of CO2.   

The concentrations of 13C-TG and 13C-NEFA in the plasma pools at each time point 

were calculated as follows (32, 39-41); 

13C atom percent (AP) = RS t=i / (RS t=i + 1) x 100  

13C atom percent excess (APE) = AP t=i – AP t=0   

Plasma 13C-NEFAt=I (µM) = APES t=i x plasma NEFA (µM) t=i  

Plasma 13C-TGt=i (µM) = APES t=i x plasma (µM) t=i  

where 13C APE represents % increase in the 13C-enrichment in plasma samples 

taken after the ingestion of the 13C-labeled meal compared to fasting background 13C-

enrichment.  

The effect of LDL on in situ LPL activity in women’s WAT: The direct effect of 

LDL on women’s WAT function ex vivo was assessed as in situ LPL activity in the 

presence or absence of each woman’s own LDL. In situ LPL activity refers to the 
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hydrolysis of synthetic 3H-triolein-labelled-TRL (3H-TRL), and the uptake and storage of 

LPL-released 3H-NEFA as previously described (42, 43). Fresh WAT samples (5-10 mg) 

were cleaned, blotted dry, weighed and collected in warm HBSS buffer for 30 min, then 

transferred to fresh 24-well plates containing 500 µL 3H-TRL (95% TG, 1.27 mM TG, 0.54 

M Tris-HCl, pH 7.2, in DMEM/F12, 5.1% BSA, and 7.5% fasting serum (42, 43)) and 

incubated on a shaking plate for 4 hours. The amount of 3H-TRL hydrolyzed was calculated 

by subtracting medium 3H-TG remaining after the 4-hours incubation from the added 3H-

TRL dose, both expressed per mg of WAT. The accumulation of 3H-NEFA was measured 

as medium 3H-NEFA remaining after the 4-hours incubation expressed per mg of WAT. Of 

note, we previously reported that addition of the LPL-inhibitor tetrahydrolipstatin, to the 
3H-TRL substrate reduces intracellular 3H-lipids in 3T3-L1 adipocytes, indicating that the 

accumulation of intracellular 3H-lipids is dependent on LPL activity (42). To assess if LDL 

effects are LPL-independent, a second set of fresh WAT samples were incubated with 500 

µL 3H-oleate-labelled-NEFA bound to BSA (1 mM oleate: 0.167 mM albumin in 

DMEM/F12) (43). The amount of 3H-NEFA uptake was calculated by subtracting medium 
3H-NEFA remaining after the 4-hours incubation from the added 3H-FA: albumin dose, 

both expressed per mg of WAT. WAT and medium 3H-lipids were extracted and separated 

by TLC (42, 43). The average of 3 – 6 WAT samples/ condition is reported.  

To examine the direct effect of LDL on LPL activity, the activity of purified LPL in 

a standard curve of 0 – 1 units was measured over 45 minutes using a similar 3H-TRL 

substrate (1.41 mM TG) as that described above (42) in the presence or absence of LDL 

(0.6 and 1.2 g apoB/L). Moreover, 3T3-L1-adipocytes were differentiated for 7 days as 

previously published (42), and adipocytes’-associated LPL activity was assessed after 

adipocytes’ incubation with 100 µg/mL heparin (45 min) to detach LPL  (42). Heparin 

wash was collected and measured for LPL activity (42) in the presence or absence of LDL 

(0.6 and 1.2 g apoB/L). The activity LPL naturally released into the medium over 45 

minutes was also measured as background. A representative experiment of N = 3 is 

presented.   



 

 

 

41

The chronic effect of LDL on 3T3-L1 adipocytes’ function: 3T3-L1 pre-

adipocytes were differentiated for 7 days (42), in the presence or absence of women’s LDL 

(1.4 g apoB/L) with medium change every 2 days. On the day of experiments, medium was 

removed and adipocytes were washed and incubated with the 3H-TRL substrate (0.56 mM 

TG) for 4 hours and in situ LPL activity was measured as above (42). Cell viability was 

determined by measuring lactate dehydrogenase (LDH) release in the medium using a 

commercial kit (CytoTox 96 assay, Promega) (42). The average of N=6 experiments from 

different LDL women-donors is presented. 

Adipocyte Area: WAT samples obtained by the needle-biopsy were immediately 

fixed overnight at 4ºC in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin and cut into 4 um 

slices. Adipocyte area was measured in a blinded fashion by digital-imaging analysis. The 

average surface areas of 1111 ± 96 adipocytes in 6 fields of view, in 3 WAT slides are 

reported per woman. The 3 slides were at least 48 µm apart to avoid multilayered images of 

one cell. The adipocyte area represents the area of the pixels within intact cell membranes 

measured using Matlab software (MathWorks) at the microscopy core at IRCM. Images 

were obtained using Leica DMRB microscope (Leica, Montreal, QC) and a Retiga EXi 

camera (Q-Imaging, Burnaby, BC) on a 0.67X mount over a 10X/NA 0.3 phase contrast 

objective.  

Statistical Analysis: Data are presented as mean ± SEM. Group differences over 

the 6-hrs time curves were analyzed by RM 2-way ANOVA with interaction. When 

interaction was significant, intra-subject differences were analyzed by paired t-test, while 

inter-subject differences were analyzed by unpaired t-test. Non-parametric Wilcoxon-rank 

sum test was used when equal variance, measured by Mauchly’s sphericity test failed 

(plasma 13C-TG and 13C-NEFA data). Spearman correlation was used to examine the 

association between variables. Statistical analysis was performed using SPSS V13 and 

significance was set at p ≤ 0.05. 
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V.5. Results 

Twenty-two healthy postmenopausal overweight and obese women were separated 

based on plasma apoB median (0.93 g/L) into 2 groups of low and high apoB. The women 

with high plasma apoB had higher fasting plasma TC, LDL-C, TG, and apoB48 and smaller 

LDL diameter (Table 1). There were no group differences in any of the other parameters 

examined. 

Postprandial plasma clearance of TRL and NEFA: As presented in Figure 1, 

there were no significant group-differences in postprandial plasma glucose or insulin (Fig 

1A and 1B). However, women with high apoB had delayed postprandial plasma clearance 

of total TG over the 6 hours (2-way RM-ANOVA, Fig 1C), and had higher increment 

increase in area under the curve over 6 hours of plasma TG above baseline (iAUC6hrs) (high 

vs low: 8.46 ± 1.43 vs 4.00 ± 0.69 mM, p= 0.011), a difference that remained significant 

after model adjustment for fasting plasma TG (high vs low: 6.82 ± 0.80 vs 5.64 ± 0.80 mM, 

p< 0.001). On the other hand, the 2 groups had identical concentrations of plasma NEFA 

over 6 hours with similar postprandial drop at 1 and 2 hours, which suggests equivalent 

insulin-induced inhibition of lipolysis in WAT (Fig 1D).  

Moreover, women with high apoB had delayed postprandial plasma clearance of 

dietary TG, as evident by higher plasma 13C-TG at 6-hours (high vs low: 44.8 ± 17.4 uM vs 

7.81 ± 3.33, p= 0.039, Fig 2A) and greater AUC6hrs of plasma 13C-TG (high vs low apoB: 

8872 ± 3267 vs 3089 ± 1186 uM, p= 0.045). The fate of LPL-released 3H-NEFA was also 

significantly different between the 2 groups. In women with low apoB, plasma 13C-NEFA 

returned to fasting non-enriched levels at 6 hours, suggesting that 13C-NEFA released from 

the hydrolysis of dietary 13C-TG were not spilled into the circulation but were taken up by 

peripheral tissue, for oxidation or storage (Fig 2B). By contrast, plasma 13C-NEFA 

remained elevated at the end of the 6 hours in the women with high apoB (2.64 ± 1.56 vs 

0.06 ± 0.22 uM, p= 0.014, Fig 2B). There was however no difference in the rate of 13C-

NEFA oxidation between the 2 groups, as both groups had identical percent of 13C-

recovered in breath 13CO2 over 6 hours (Fig 2C).  
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We further characterized the 2 group according to the number and size of apoB-

lipoproteins. In the fasting state, ~ 1.0% of total apoB was recovered in the TRL fractions, 

with no group-differences in TRL concentrations or % of total apoB (Fig 3A). The group-

difference in total apoB was secondary to differences in IDL/LDL (p< 0.0001), which 

represented ~ 99% in both groups. Women with high apoB also had higher fasting apoB48, 

which also represented an equivalent minor % of total apoB in both groups (~ 0.6%, Fig 

3B). As would be expected, both TRL and apoB48-lipoproteins increased significantly at 4 

hours postprandially in both groups; however their concentrations were higher in women 

with high apoB (Fig 3, Table inserts). Moreover, iAUC6hrs of plasma apoB48 was higher in 

women with high apoB, a difference that remained significant after correcting for fasting 

apoB48 (High vs low: 27.5 ± 3.7 vs 24.8 ± 3.5 mg/L, p< 0.001). However, similar to the 

fasting state, there was no group-difference in the % apoB in the form of apoB48 at 4 

hours, and most of plasma apoB remained in the form of apoB100 as IDL/LDL (> 96%, Fig 

3, Table inserts). Taken together this data suggests that women with high apoB have 

delayed dietary TRL clearance (chylomicron and VLDL), delayed hepatic TRL-remnant 

uptake, and increased VLDL production.  

As apoE plays a major role in postprandial clearance of TRL/IDL, we measured the 

concentration of apoE in TRL and IDL/LDL fractions. Women with high apoB had higher 

TRL-apoE and IDL/LDL-apoE in both fasting (TRL= 0.27 ± 0.08 vs 0.09 ± 0.03 uM, 

IDL/LDL= 0.78 ± 0.06 vs 0.50 ± 0.05 uM, p< 0.05) and postprandial states (TRL= 0.72 ± 

0.11 vs 0.28 ± 0.06 uM, IDL/LDL= 0.76 ± 0.07 vs 0.49 ± 0.04 uM, p< 0.01). However, 

correcting for total number of TRL (i.e. TRL-apoB) revealed that there was no group-

difference in the enrichment of TRL with apoE in the fasting (high= 11.6 ± 1.6 vs low= 7.2 

± 1.8 uM apoE/uM apoB, NS) or the postprandial state (high= 14.2 ± 2.0 vs low= 12.8 ± 1.9 

uM apoE/uM apoB, NS). There were also no significant postprandial changes in the 

enrichment of fasting TRL with apoE in either group. (N.B. analysis of the IDL/LDL 

enrichment with apoE was not conducted, as most of apoB is bound to LDL, which are 

poor in this transferable apolipoproteins). 
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In the whole group, mean LDL diameter correlated negatively with total plasma 

apoB and IDL/LDL-apoB (r> -0.55, p< 0.01) but not with TRL-apoB or apoB48. Total 

plasma apoB correlated positively with AUC of 13C-TG (r= 0.57, p= 0.006) and 13C-NEFA 

(r= 0.46, p= 0.031), as did fasting IDL/LDL-apoB with AUC of 13C-TG only (r=0.51, p= 

0.024). There was no correlation between TRL-apoB, LDL diameter or the adipocyte area 

with AUC of 13C-TG and 13C-NEFA. Finally, there was also no correlation between plasma 

apoB or apoB48 with the adipocyte area.  

In situ LPL activity ex vivo in women’s WAT and in 3T3-L1 adipocytes: The in 

vivo data suggest that the number of apoB-lipoprotein is inversely related to the hydrolysis 

of 3H-TRL and the trapping of LPL-generated 13C-NEFA in peripheral tissue. As WAT is 

the major site for dietary 13C-TRL clearance, we examined the direct effects of LDL on the 

TRL-clearance by WAT. WAT samples were incubated for 4 hours with synthetic 3H-TRL 

+/- each woman’s own LDL. LDL was used as IDL/LDL were the most common form of 

apoB-lipoproteins (Fig 3), and unlike IDL do not represent an LPL-substrate for lack of 

apoC-II (LPL activator) (44). As presented in Figure 4A, plasma apoB correlated 

negatively with WAT 3H-lipids, indicating lower 3H-TRL hydrolysis and 3H-NEFA uptake 

and trapping in WAT of women with high apoB (r= -0.48, p= 0.050). However, 4-hours 

treatment of the WAT with LDL did not affect WAT 3H-lipids nor its association with 

plasma apoB (Fig 4A). Most of the 3H-lipids were in the form of TG, as WAT 3H-TG 

represented 83.2 ± 6.5% of the WAT 3H-lipids. In parallel to the in vivo data, LDL 

treatment led to a significant reduction in the hydrolysis of the 3H-TRL by WAT, whether 

examined in absolute values (baseline vs LDL: 81.7 ± 5.1 vs 75.6 ± 5.0 nmol TG/mg WAT, 

p= 0.006) or % changes (Fig 4B). Moreover, LDL treatment increased the accumulation of 

released 3H-NEFA into the medium whether examined in absolute values (baseline vs LDL: 

0.84 ± 0.20 vs 1.16 ± 0.26 nmol FA/mg WAT, p= 0.015) or % changes (Fig 4C). As a 

control, we measured background medium 3H-NEFA after incubating the 3H-TRL substrate 

for 4-hours in the absence of WAT, which was negligible (0.69 ± 0.01%) indicating that 

medium 3H-NEFA was the result of 3H-TRL hydrolysis. To explore whether the effect of 

LDL on medium-accumulation of NEFA was LPL-independent, we incubated WAT with 
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albumin-bound 3H-FA. Plasma apoB did not correlate with WAT 3H-lipids, but there was a 

trend for an inhibitory-effect of LDL-treatment on WAT 3H-lipids (baseline vs LDL: 2.6 ± 

0.4 vs 2.3 ± 0.3 nmol FA/mg WAT, p= 0.062). However, LDL treatment reduced the 

uptake of albumin-bound 3H-FA by WAT, whether examined as absolute values (baseline 

vs LDL: 65.6 ± 4.8 vs 39.0 ± 5.9 nmol FA/mg WAT, p< 0.0001) or % change (Fig 4D). 

Notably, there was no correlation between adipocytes’ size with WAT 3H-lipids, 3H-TG 

hydrolyzed or 3H-FA uptake when the WAT samples were incubated with either 3H-TRL or 

albumin-bound 3H-FA.  

To explore whether the LDL-induced inhibition of 3H-TG hydrolysis was dependent 

on LPL activity, we examined the direct effect of LDL on LPL activity in vitro. LDL 

induced a dose-dependent inhibition of LPL activity of a purified LPL standard curve 

(maximum inhibition at 1 U of LPL= -24.7% with 0.6 g apoB /L LDL and – 43.6% with 

1.2 g apoB /L LDL, p< 0.0001, Fig 5A). Similar results were observed using heparin-

released LPL from 3T3-L1 adipocytes, with LDL inducing a maximum inhibition of -

29.4% with LDL of 1.2 g apoB/L (Fig 5B). 

Finally, the negative correlation of plasma apoB with WAT 3H-lipids suggest a 

chronic effect on WAT function. To extend this finding and explore whether chronic 

exposure to elevated concentrations of apoB-lipoproteins reduces adipocytes’ function, we 

differentiated 3T3-L1 pre-adipocytes in the presence or absence of elevated, but 

physiological, concentrations of LDL (1.4 g apoB/L). Differentiation of 3T3-L1 

preadipocytes with LDL lead to morphological changes, as LDL-differentiated adipocytes 

appeared over-confluent compared to control adipocytes (Fig 5C). Nevertheless, following 

their 4-hours incubation with the 3H-TRL, LDL-differentiated adipocytes had lower 

intracellular 3H-lipids suggesting lower efficiency of 3H-TRL hydrolysis and 3H-NEFA 

trapping (Fig 5D). The inhibitory effect of LDL was not secondary to the reduction in cell 

viability as LDH released from the adipocytes was not affected by LDL-treatment over the 

7-days of differentiation (Fig 5E). 
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V.6. Discussion 

This study demonstrates that plasma clearance of dietary TG and NEFA is delayed 

in post-menopausal obese women with high plasma apoB without any difference in the 

oxidation rate of dietary NEFA, which suggests impaired trapping of NEFA in WAT. This 

in vivo finding was supported by ex vivo and in vitro evidence, as 1) plasma apoB was 

inversely related to in situ LPL activity and NEFA trapping in WAT, 2) LDL-treatment of 

WAT for 4 hours reduced the hydrolysis of synthetic TRL and decreased NEFA uptake into 

WAT, whether the source was LPL-released or albumin-bound NEFA, 3) LDL directly 

inhibited LPL activity, and 4) LDL-differentiated 3T3-L1 adipocytes had decreased in situ 

LPL activity and NEFA trapping.  

Women with high apoB had reduced in situ LPL activity and NEFA trapping 

following the incubation of their WAT with 3H-TRL. In line with this, previous studies 

have demonstrated that adipocytes taken from patients with hyperapoB secondary to FCHL 

had reduced efficiency of NEFA esterification and TG synthesis (45), while their 

fibroblasts had reduced sensitivity to the postprandial lipogenic adipokine; acylation 

stimulating protein (46, 47). More recently, carbon dating studies by Arner et al have 

demonstrated that WAT of non-obese subjects with FCHL had reduced TG clearance and 

storage compared to healthy controls (48). While a cause-effect relationship cannot be 

determined from these association studies, including ours, this data led us to believe that 

chronic exposure of WAT to apoB-lipoproteins may be associated with reduced WAT 

function. Indeed, LDL-differentiated adipocytes had reduced in situ LPL activity and 

NEFA uptake; a hallmark of WAT dysfunction. In parallel, 3T3-L1 adipocytes 

differentiated with oxidized LDL were reported to have increased proliferation and 

decreased apoptotic rate and differentiation (20-22), an effect that was dependent on the 

binding and internalization of oxidized LDL to their scavenger receptor, CD36 (21). Thus 

as a complete turn-over of adipocytes is expected every 10 years (49, 50), we hypothesize 

that the chronic exposure of WAT to high concentrations of LDL in vivo promotes WAT 

dysfunction, an effect that persists ex vivo after the extraction of the adipocytes (45) or 
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WAT from the body. It should be pointed out however that the studies on oxidized LDL 

(21) suggest that binding and internalization of LDL to their surface receptors may be 

crucial for LDL effects on WAT function. This may explain why despite marked 

hyperapoB in patients with familial hypercholesterolemia, these patients are not expected to 

have reduced WAT function or postprandial hypertriglyceridemia given their reduced or 

absent LDL receptors. 

Acute exposure of WAT to LDL for 4-hours also decreased TRL hydrolysis and 

NEFA uptake, whether the 3H-NEFA form was LPL-released or albumin-bound. 

Controversially, this was not translated into decreased 3H-lipids in WAT, which may 

however have been secondary to the large inter-subject variability in the responses of WAT 

to LDL and in the fate of 3H-NEFA. Once taken up by WAT, 3H-NEFA will mainly be 

targeted into oxidation or TG turnover pathways (i.e. continuous synthesis and breakdown 

of TG). Although there was no group-difference in the % of ingested 13C recovered in 

breath CO2, energy expenditure in vivo may be reflective of substrate oxidation in non-

adipose more than in adipose tissue; compared to in adipose tissue, energy expenditure was 

found to be ~ 98 folds higher per gram of heart and kidneys and ~ 2.9 folds higher per gram 

of skeletal muscle in obese women (51). Moreover, inter-subject variability may exist in 

TG and NEFA turnovers, which may be related or modulated by plasma apoB 

concentrations. Indeed, plasma apoB was reported to be negatively associated with 

noradrenaline-induced lipolysis (glycerol release) measured ex vivo in subcutaneous 

adipocytes of healthy obese men (52). In agreement, carbon dating data suggested that 

WAT from non-obese patients with hyperapoB secondary to FCHL have reduced TG 

turnover or increased TG age (48). Thus, it is possible in our study that incubation of WAT 

with LDL reduced both LPL-induced TRL hydrolysis as well as hormone-sensitive lipase-

induced lipolysis, which wan induce reduced 3H-TRL hydrolysis and 3H-NEFA uptake, 

without resulting in net significant changes in WAT 3H-lipids. The effects of LDL on 

NEFA oxidation and TG/ NEFA turnover in WAT were however not examined in this 

study and warrant future investigation.  
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An obvious question would be how can LDL hinder TRL clearance? First, LDL 

receptors are key in the hepatic clearance of TRL and IDL by binding to their content of 

apoE (53). Although there were no group differences in the enrichment of TRL with apoE, 

and women with high apoB had higher not lower IDL/LDL-apoE, elevated LDL per se will 

hinder hepatic clearance of TRL and IDL by competitive binding to the LDL receptors. 

This is supported by increased concentrations of dietary TRL, measured as plasma apoB48, 

even in the fasting state in women with high apoB. Second, our data demonstrated that 

LDL have an inhibitory effect on LPL activity. This inhibitory effect of LDL on LPL may 

be direct as 1) each LDL particle was reported to bind up to 15 LPL dimers, a mechanism 

believed to facilitate the retention of LDL by macrophages in an atherosclerotic lesion (54, 

55) and 2) phosphatidylcholine-containing liposomes were found to bind and compete out 

the binding of LDL to LPL (55); thus in contrast, LDL can compete out 3H-TRL binding to 

LPL. Alternatively, LDL may indirectly inhibit LPL activity by favoring the accumulation 

of NEFA in the plasma bathing WAT. NEFA were reported to associate with LDL in a 

concentration dependent manner following LDL-incubations with albumin bound-NEFA 

(0.25 – 2 mM) for 4 hours (56-58); conditions which parallel those used in our experiments. 

This is believed to be one mechanism responsible for the generation of electronegative or 

minimally modified/ oxidized LDL that characterize subjects with hypertriglyceridemia, 

type 2 diabetes and coronary heart disease (59). Binding of LDL to NEFA may not only 

reduce their availability for uptake by WAT, but may also hinder TRL clearance, as NEFA 

have well documented mechanisms by which they inhibit LPL activity. NEFA are reported 

to inhibit LPL secretion and transport from the adipocytes to the endothelial surface, 

displace LPL from the endothelial cell surface and interfere with LPL-binding to both its 

activator (apoC-II) and to its cell-membrane anchors (heparin sulfate proteoglycans) (60-

66).  

Finally, it should be noted that even though we propose that elevated concentrations 

of LDL reduce WAT function and hinder postprandial TRL and NEFA clearance, we do 

not believe that obesity per se will necessarily be affected by elevated LDL. Energy intake 

in excess of energy expenditure will eventually lead to obesity. The detrimental effects of 
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elevated plasma LDL on WAT function may however promote the development of 

metabolically unhealthy obese phenotype, by promoting ectopic fat storage and progressive 

systemic insulin resistance. Indeed, we previously have reported that post-menopausal 

women with hyperapoB (apoB > 1.2 g/L) have reduced insulin sensitivity (29). Moreover, 

we reported that the reduction in plasma apoB was the primary predictor of increased 

insulin sensitivity following a hypocaloric diet in the same population; independent of 

changes in weight, peripheral and central adiposity and plasma inflammatory markers (30). 

Indeed,  since 2007, epidemiological studies have accumulated linking elevated plasma 

apoB to the development of type 2 diabetes over 6-10 years in a Turkish (67), Canadian 

(68) and Finnish (69) population, independent of central adiposity (67, 68) and glycemia 

(68). Thus, reduced WAT function, delayed postprandial TRL clearance, and increased 

insulin resistance in subjects with high apoB may provide a plausible mechanism for the 

increased incidence of type 2 diabetes in this population.     

In conclusion, apoB-lipoproteins promote delayed plasma clearance of TRL and 

NEFA in vivo and ex vivo in subcutaneous WAT of post-menopausal obese women. We 

hypothesize that targeted reduction of plasma apoB may ameliorate subcutaneous WAT 

function, postprandial TRL clearance and risks for type 2 diabetes in humans. 
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V.9. Figure legends 

Figure 1: The postprandial changes in total plasma glucose (A), insulin (B), triglyceride 
(C) and non-esterified fatty acids (D) following the ingestion of 13C-triolein labelled high-
fat meal in women with high and low plasma apoB. Groups’ differences were analyzed by 
repeated-measures 2-way ANOVA.  
Figure 2: The postprandial changes in plasma 13C-triglyceride (A), plasma 13C-non 
esterified fatty acid (B), and % 13C dose recovered in breath CO2 (C) in women with high 
and low plasma apoB. Group differences were analyzed by non-parametric Wilcoxon-rank 
sum test. * for p < 0.05 
Figure 3: FPLC-fractioned apoB-lipoproteins at fasting and postprandial states (graphs) 
and the sum of apoB concentrations in each faction (table) (A), the concentrations of 
apoB48 at fasting and postprandial states (graph and Table) in women with high and low 
apoB. * for p < 0.05, ** for p < 0.01 for group differences and $ for p< 0.01 for intra-group 
differences. 
Figure 4: The correlation of plasma apoB with WAT 3H-lipids (A), % LDL-inhibition of 
3H-TRL hydrolysis following 4-hours incubation of WAT with 3H-TRL (B), % LDL-
mediated accumulation of LPL-released 3H-NEFA in the medium following 4-hours 
incubation of WAT with 3H-TRL (C), LDL-inhibition of 3H-NEFA uptake following the 
incubation of WAT with 3H-NEFA: albumin (D), LDL inhibition of LPL standard-curve 
activity (E), and LDL inhibition of 3T3-L1 adipocytes’-associated LPL activity released by 
a heparin wash (F).  
Figure 5: The morphology of 3T3-L1 adipocytes differentiated with or without LDL (1.4 g 
apoB/L) (A), intracellular 3H-lipids following 4-hours incubation with 3H-TRL (B), and 
lactate dehydrogenase  released during differentiation with or without LDL (toxicity assay) 
(C).  
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Table 1. Baseline characteristics of the post-menopausal women examined (N=11/ group). 

 

                      * p < 0.05 and ** p < 0.001 for group difference by unpaired t-test.  

  

Low apoB High apoB 

ApoB (g/L) 0.73 ± 0.16 1.20 ± 0.27** 

Age (years) 59.1 ± 1.2 58.8 ± 1.9 

Weight (kg) 79.2 ± 3.0 71.8 ± 3.1 

BMI (kg/m2) 31.9 ± 1.2 30.2 ± 1.1 

BSA (m2) 1.80 ± 0.04 1.69 ± 0.04 

Waist (cm) 102.6 ± 3.2 101.6 ± 2.2 

LBM (kg) 40.0 ± 1.0 36.9 ± 1.1 

Fat Mass (kg) 36.1 ± 2.7 32.0 ± 2.2 

Android fat (kg) 3.4 ± 0.3 3.1 ± 0.2 

Gynoid fat (kg) 6.6 ± 0.5 5.8 ± 0.5 

Adipocyte’s area (um2) 3145 ± 153 3086 ± 287 

BMR (kcal/day) 1292 ± 40 1205 ± 33 

SBP (mmHg) 113 ± 5 120 ± 5 

DBP (mmHg) 76 ± 3 77 ± 2 

Plasma Glucose (mM) 4.9 ± 0.1 5.1 ± 0.2 

Plasma Insulin (µU/mL) 14.5 ± 1.7 12.9 ± 1.8 

Plasma TC (mM) 5.0 ± 0.1 6.8 ± 0.3** 

Plasma LDL-C (mM) 2.8 ± 0.1 4.5 ± 0.2** 

Plasma HDL-C (mM) 1.8 ± 0.2 1.4 ± 0.1 

Plasma TG (mM) 1.0 ± 0.1 1.9 ± 0.3* 

Plasma NEFA (mM) 0.62 ± 0.04 0.56 ± 0.05 

Plasma apoB48 (mg/L) 3.56 ± 0.42 8.34 ± 1.47** 

LDL diameter (Å) 271 ± 1 267 ± 2* 
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Figure 1.  
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Figure 2.  
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Chapitre VI. Autres publications 
 
Revue : Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Research  
 
Titre : White Adipose Tissue Apolipoprotein C-I Secretion Relation to Delayed Plasma 
Clearance of Dietary Fat in Humans 
 
Auteurs : Wassef Hanny, Salem Huda, Bissonnette Simon, Baass Alexis, Dufour Robert, 
Davignon Jean, Faraj May 
 
État : Publié 20/09/2012 
 
 

Objective : White adipose tissue (WAT) dysfunction is characterized by delayed clearance 
of dietary triglyceride-rich lipoproteins (TRL). We reported that apolipoprotein (apo) C-I, a 
transferable apolipoprotein that inhibits lipoprotein lipase activity when bound to TRL, was 
produced by a human adipocyte model. Thus, we aimed to determine whether increased 
WAT apoC-I secretion is related to delayed dietary fat clearance in humans. 

Methods and results : After the ingestion of a 13C-triolein-labeled high-fat meal, 
postmenopausal obese women with high-fasting WAT apoC-I secretion (median >0.81 
μmol/L per g/4 hours, n=9) had delayed postprandial plasma clearance of 13C-triglyceride 
and 13C-nonesterified fatty acids over 6 hours compared with controls. WAT apoC-I 
secretion over 4 hours correlated with fasting total and non-high-density lipoprotein apoC-I 
but not with high-density lipoprotein apoC-I and was the primary predictor of 4-hour 
postprandial increases in TRL apoC-I. Correction for TRL apoC-I eliminated the 
association of WAT apoC-I with 6-hour area under the curve of plasma 13C-triglyceride; 
correction for insulin sensitivity or inflammation did not. Finally, in addition to apoC-I, 
WAT secreted considerable amount of apoC-II, apoC-III, and apoE over 24 hours; 
however, only WAT apoC-I secretion was associated with 6-hour area under the curve of 
plasma 13C-triglyceride. 

Conclusions : Increased WAT apoC-I secretion in obese women is associated with delayed 
postprandial dietary fat clearance mediated by increased TRL apoC-I. Thus, we 
hypothesize that reducing WAT apoC-I secretion ameliorates WAT dysfunction and 
associated cardiometabolic risks in humans. 
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Chapitre VII. Discussion et conclusion 

VII.1. Discussion 

L’objectif de ce mémoire était de démontrer que la clairance des TG par le TAB est 

affectée par des niveaux élevés d’apoB plasmatique. À cet effet, trois modèles ont permis 

de démontrer : 

• Une corrélation entre les niveaux d’apoB plasmatique et la clairance des TG et 
AGNE postprandiaux chez des femmes post-ménopausées obèses soumises à un 
repas riche en TG; 
 

• Une corrélation entre les niveaux d’apoB plasmatique et la réduction de la fonction 
de biopsies ex vivo de TAB, mesuré par les niveaux intracellulaires de lipides-3H 
après une incubation de 4 heures en présence de lipoprotéines riches en TG-3H; 
 

• Un effet causal de l’ajout du LDL sur la réduction de la fonction du TAB, mesuré 
par une diminution de l’hydrolyse de lipoprotéines riches en TG-3H, et sur la 
réduction de la captation d’AGNE résultants de l’hydrolyse ou liés à l’albumine; 

 
• Un effet causal chronique du LDL dans la fonction adipeuse, évalué par la réduction 

de l’hydrolyse et de la captation de lipoprotéines riches en TG-3H des adipocytes 
3T3-L1 matures différencié en présence ou absence de LDL. 

 

Les résultats ayant déjà été discutés dans l’article publié, la présente discussion vise 

à élaborer les implications éventuelles de ces découvertes sur les thérapies actuelles et sur 

la compréhension des maladies métaboliques. 

Précédemment, notre équipe a rapporté une réduction de la sensibilité à l’insuline 

chez des femmes post-ménopausées avec apoB élevé (6). Les travaux de ce mémoire 

s’inscrivent dans la logique que des niveaux élevés d’apoB augmentent cette résistance par 

le mécanisme suivant : l'apoB entraîne une réduction de la fonction de clairance des acides 

gras dans le TAB, ce qui mène à une lipotoxicité dans les tissus périphériques déterminants 

dans la sensibilité à l’insuline, notamment le muscle et le foie.  
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Comme présenté précédemment, il est déjà connu que les niveaux élevés de TG 

plasmatiques sous forme de chylomicrons ou de VLDL mènent à une augmentation de la 

sécrétion hépatique d’apoB-lipoprotéines et donc une des niveaux d’apoB élevés (128). La 

compétition subséquente pour la LPL mène à l'hypertriglycéridémie postprandiale (77). 

Comme les résultats présentés dans l’article ci-haut supportent l’hypothèse que les niveaux 

élevés d’apoB-lipoprotéines entraînent une diminution de la clairance postprandiale des 

TG, ceci entraînerait un mécanisme de rétroaction positive sur le nombre de particules 

d’apoB en circulation. En résumé, le mauvais captage des TG entraîne une augmentation de 

l’apoB, mais l’apoB entraîne aussi un mauvais captage des TG (voir figure 2). 

 

FoieTissu adipeux blanc LPL

Muscle

Lipoprotéines
riches en TG

apoB-
lipoprotéines

(LDL)1)

2)

3)

4)

Résidus de 
lipoprotéines
riches en TG

Acides gras
Acides gras

3)

2) Intestin

Figure 2 : Effets du mauvais captage des acides gras par le tissu adipeux blanc. Les 

niveaux élevés de LDL entraînent 1) une réduction de l'hydrolyse et du captage des 
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lipoprotéines riches en triglycérides par le tissu adipeux blanc. Ceci mène à 2) une 

augmentation de la captation des triglycérides et des acides gras non-estérifiés en 

circulation par le foie et 3) leur resécrétion sous forme d'apoB-lipoprotéine, participant 

ainsi à une élévation de l'apoB plasmatique. Aussi, les acides gras non-estérifiés hydrolysés 

par la lipoprotéine lipase sont 4) redirigés vers le muscle, induisant la résistance à 

l’insuline. 

Légende : flèche en gras, nouveau mécanisme d’inhibition identifié 

Abbréviations : lipoprotéine lipase, LPL ; lipase hépatique, HL ; récepteur de la 

lipoprotéine de basse densité, LDLR ; LDLR-related protein, LRP ; lipoprotéine de très 

basse densité, VLDL ; lipoprotéine de densité intermédiaire, IDL ; lipoprotéine de basse 

densité, LDL. Source : (23) 

 

Une étude récente de notre équipe a démontré que, suite à une intervention 

hypocalorique chez des femmes postménopausées obèses, l'association de la résistance à 

l'insuline avec l'apoB est supérieure à celle avec l'inflammation, alors que cette dernière est 

déjà connue pour promouvoir la résistance à l'insuline et le diabète de type 2 (6). De plus, 

dans cette même étude, c'est la réduction de l'apoB qui prédit le mieux la réduction de la 

résistance à l'insuline, indépendamment des marqueurs inflammatoires : orosomucoïde, 

haptoglobine, CRPhs. Ainsi, la réduction d’apoB pourrait promouvoir la réduction de la 

résistance à l’insuline, et ce secondairement à une amélioration de la fonction adipeuse des 

sujets en surpoids soumis à une perte de poids. Ainsi, les résultats de cette étude, combinés 

à ceux du présent mémoire, suggèrent que cibler les sujets avec apoB élevé pourrait 

permettre une meilleure prévention du diabète de type 2 chez les sujets obèses. 

D’autres modifications comportementales telles l’exercice ou les thérapies par 

hypolipidémiant pourraient entraîner une réduction de l’apoB.  En fait, les résultats de ce 

mémoire suggèrent un nouveau mécanisme par lequel l’exercice prévient le diabète de type 

2. Parmi les multiples bénéfices associés à l’exercice, on observe la diminution de l’apoB, 
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alors que les niveaux de LDL-C restent stables (129). Il est connu que l’exercice contribue 

à maintenir ou diminuer les TG plasmatiques à jeun (130) et postprandiaux (131). 

D’ailleurs, l’exercice augmente la sensibilité à l’insuline et l’utilisation de substrat dans les 

muscles squelettiques, menant à un moindre flux d’acides gras vers le foie et réduisant 

conséquemment la sécrétion d’apoB-lipoprotéines (132, 133). La moindre compétition pour 

l’attache à la LPL est un mécanisme expliquant la diminution de la lipémie postprandiale 

mesurée chez les athlètes (134). Il semblerait toutefois que cette amélioration soit un effet à 

court terme, comme l’ont démontré les études de désentraînement (135). Les résultats de ce 

mémoire supportant un effet néfaste des hauts niveaux d'apoB-lipoprotéines sur la fonction 

adipeuse, leur diminution lors de l’exercice est un autre mécanisme pouvant expliquer la 

réduction du risque de développer le diabète de type 2 et les dyslipidémies.  

D’un autre côté, l’administration de statines est la thérapie la plus efficace pour 

diminuer les niveaux d’apoB, atteignant 19 à 42% de réduction dans les essais randomisés 

contrôlés majeurs (43). L’utilisation des statines entraîne la réduction du LDL-C via 

l’inhibition de sa synthèse endogène et l'augmentation du nombre de LDLR sur la 

membrane cellulaire, menant ainsi à une réduction des apoB-lipoprotéines plasmatiques, 

bien que cette réduction soit moindre que celle du LDL-C (136). De plus, les statines 

entraînent une augmentation du nombre de récepteurs au LDL dans les tissus périphériques, 

surtout dans le foie (137). Il a été démontré que la réduction de l’apoB par les statines 

entraîne parallèlement une amélioration de la clairance des TG postprandiaux (138-140), ce 

qui concorde avec la meilleure clairance des sujets avec apoB bas observée dans notre 

étude.  

Toutefois, la relation entre la prise de statines et le risque de développer le diabète 

de type 2 est controversée. Bien qu’une étude précédente, l’étude WOSCOPS, avait 

démontré que les patients sous statines ont un risque relatif de développer le diabète de 0.7 

(141, 142), deux analyses post-hoc récentes, sur les cohortes JUPITER (143) et PROSPER 

(144), ont démontré l'association inverse. Le mécanisme expliquant cette augmentation du 

risque de diabète de type 2 est encore méconnu et semble à premier abord en contradiction 
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avec les résultats de ce mémoire. En effet, si le nombre de particules de LDL est diminué 

chez les patients sous statines, comment se fait-il que le risque de diabète puisse 

augmenter? La prise de statines entraîne une augmentation du nombre de LDLR en surface 

cellulaire aussi accompagnée d’une induction des niveaux intracellulaires et circulants de 

proprotein convertase substilisin/kexin type 9 (PCSK9) (145). Celle-ci est une 

glycoprotéine sécrétée qui interagit avec le récepteur LDL et mène à son inactivation et sa 

dégradation lysosomale, contrebalancant partiellement l’augmentation du nombre de LDLR 

induit par les statines (146, 147). L’inhibition de la PCSK9 mène à une augmentation des 

niveaux de LDLR sur la membrane cellulaire, permettant une captation augmentée des 

particules contenant l’apoB (148). Compte tenu des effets néfastes présentés dans ce 

mémoire des particules contenant l’apoB sur la fonction du tissu adipeux, il est concevable 

que le corps humain possède des mécanismes qui empêchent la captation exagérée des 

particules contenant l’apoB par le tissu adipeux. La PCSK9 pourrait être un candidat 

intéressant à ces mécanismes. Dallas et al ont observé qu’alors que la prise d’oestrogènes 

n’augmente par les niveaux de PCSK9 circulants chez des femmes postménopausées, les 

niveaux circulants de PCSK9 corrélaient positivement avec les niveaux de glucose, 

d’insuline et le HOMA-IR (149). Si des études supplémentaires évaluaient l’effet causal de 

la PCSK9 sur la sensibilité à l’insuline, l’existence même de ce mécanisme de protection du 

tissu adipeux contre les niveaux circulants de LDL apporterait ainsi un mécanisme 

plausible de l’augmentation du diabète de type 2 chez les patients sous statines. De plus, la 

prise de statines entraîne une diminution de l’oxidation des gras chez des hommes âgés en 

surpoids alors que les niveaux circulants d’AGNE sont plus élevés (150), ce qui 

s’expliquerait par une diminution de la captation des gras par le tissu adipeux brun. Il est 

toutefois à noter que l’augmentation de l’incidence de diabète de type 2 est un effet 

secondaire potentiel à court et moyen terme qui est largement compensé par les bénéfices 

cardiovasculaires obtenus par la prise de statines (151). 

De façon similaire aux statines, des traitements de seconde ligne diminuant les 

concentrations d'apoB, dont le LDL, entraînent aussi une réduction des TG plasmatiques. 

En inhibant sélectivement l’internalisation du cholestérol par le Niemann-Pick C1 Like 1 
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dans les entérocytes (152), l’ezétimibe diminue l’absorption intestinale du cholestérol 

alimentaire. Ceci mène à une réduction des niveaux de cholestérol total, de LDL-C et 

d’apoB plasmatique (153, 154). L’administration d’ézétimibe concomitante à celle de 

statines a été associée à une amélioration de la clairance postprandiale des TG 

comparativement à celle de statines seules (155). Des études sur les souris CD36KO et wild 

type ont démontré que cet effet de l’ézétimibe s’effectue via une réduction du contenu en 

TG des chylomicrons et des résidus de chylomicrons (156). Les fibrates offrent une 

réduction de l’apoB et des TG plasmatiques supérieures aux statines, mais ont un effet 

moindre sur le LDL-C (157). Ces médicaments sont des ligands synthétiques de 

PPARalpha, ce qui entraîne une activation des gènes activant le métabolisme intracellulaire 

des acides gras, telle ceux de la bêta-oxidation, de l'oméga-hydroxylation et de la 

kétogenèse. La coadministration avec l’ézétimibe semble une stratégie intéressante pour 

réduire davantage les niveaux de LDL-C, non-HDL-C et d’apoB chez les patients 

diabétiques (158). 

La niacine, aussi appelée vitamine B3, a été popularisée grâce à ses effets 

bénéfiques sur les niveaux de HDL-C circulants. Elle diminue aussi les niveaux d’apoB et 

de LDL-C circulants (43). Elle est habituellement utilisée afin de réduire le risque résiduel 

suite aux statines (159) en diminuant la synthèse du VLDL et LDL (160). Toutefois, son 

administration a été associé à l’apparition d’un diabète temporaire chez les patients (161). Il 

a été rapporté que l’utilisation de la niacine augmente la glycémie à jeun et la résistance à 

l’insuline selon des mécanismes actuellement inconnus. À noter, ces effets sont 

temporellement associés aux bouffées vasomotrices (161), qui sont causées par une 

activation et une désensibilisation du récepteur couplé aux protéines G, GPR109A (162). 

L’action principale de la niacine est attribuée à son implication dans les coenzymes NAD et 

NADP, impliqués dans la respiration cellulaire, le métabolisme des lipides et la 

glycogénolyse (43, 163). Il est possible que les effets bénéfiques sur le métabolisme des 

lipides soient une conséquence de changement d’utilisation des substrats dans les cellules, 

favorisant plutôt le métabolisme des lipides au détriment de celui des glucides et donc 

augmentant la résistance à l’insuline, ici mesurée par les niveaux de glucose circulants. 
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Dans un autre ordre d’idées, certaines dyslipoprotéinémies sont associées à des 

niveaux élevés d’apoB-lipoprotéines en circulation. L’hypercholestérolémie familiale (FH) 

n’est pas associée à une augmentation du risque de développer le diabète de type 2 malgré 

des niveaux trop élevés d’apoB. En effet, cette maladie génétique est caractérisée par une 

dysfonction du LDLR, menant à un catabolisme réduit des particules contenant l’apoB100 

(164). Le LDL s’accumule particulièrement dans cette condition ; l’absence d’apoE en 

surface empêche le LRP d’en assurer le catabolisme. On observe ainsi des niveaux élevés 

de LDL-C chez ces patients, typiquement supérieurs à 4.9 mM, la présence de xanthomes 

tendineux et une athérosclérose précoce et sévère (21). La faible prévalence de diabète de 

type 2 chez les patients FH malgré la présence d’apoB élevée suggère que les particules de 

LDL ne peuvent pas exercer leur effet néfaste sur la fonction du tissu adipeux démontré 

dans ce mémoire. En regard avec les résultats de ce mémoire, cette observation supporte 

l’importance potentielle du LDLR dans la pathophysiologie précoce du diabète de type 2. À 

l’inverse, l’hyperlipidémie combinée familiale (FCHL) est une dyslipidémie associée à une 

augmentation du risque de diabète de type 2 (165). L’élévation des TG et du cholestérol 

survient avec des nombres élevés de particules de VLDL et/ou LDL. Selon le patient, 

différentes étiologies expliquent ces paramètres plasmatiques : diminution de la fonction du 

TAB et de l’activité de la LPL, de la LCAT et/ou de la lipase hépatique, tous pointant vers 

un métabolisme altéré des TG. Contrairement aux patients FH, le LDLR est ici fonctionnel, 

permettant l’effet délétère du LDL sur la fonction du TAB. Rétablir la capacité du tissu 

adipeux d’effectuer la clairance des TG semble donc tout indiqué chez ces patients. À cet 

effet, la diminution ciblée des niveaux d’apoB plasmatique grâce aux thérapies agressives 

par diète, drogues et activité physique pourrait contribuer à rétablir les autres paramètres 

lipidiques et ainsi diminuer les risques cardiovasculaires et les comorbidités. 

 

VII.2. Conclusion 

Ce mémoire a démontré que les apoB-lipoprotéines sont associées à une diminution 

de la clairance des TG et AGNE in vivo chez les femmes obèses postménopausées. Ex vivo, 
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les biopsies de TAB de participantes avec apoB plasmatique élevé ont une moindre 

hydrolyse et captation de lipoprotéines riches en TG, et l'ajout de LDL durant l'incubation 

entraîne une réduction de la fonction d'hydrolyse et de captage des acides gras. Les 

expériences in vitro ont permis de démontrer l'effet direct du LDL dans l'inhibition de 

l'activité de la LPL et indirects sur la réduction de l'hydrolyse des lipoprotéines riches en 

TG par les adipocytes différenciés en présence de LDL. 

Cet effet néfaste du LDL à court et long terme sur la fonction adipeuse favorise 

donc l’accumulation des TG et AGNE dans le plasma, menant potentiellement à une 

lipotoxicité dans les tissus périphériques. La réduction des niveaux d’apoB-lipoprotéines 

pourrait donc être un mécanisme améliorant la fonction du TAB et la clairance 

postprandiale des lipoprotéines riches en TG, prévenant donc l’hypertriglycéridémie et le 

diabète de type 2 chez les femmes obèses postménopausées. 
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