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Résumé 

Le système lymphatique joue un rôle clé dans le transport du cholestérol hors de la paroi 

artérielle et une dysfonction lymphatique précède l'apparition de l'athérosclérose. Cette 

dysfonction est associée à une diminution de l’expression du récepteur des lipoprotéines de 

faible densité (LDLR) et est à priori indépendante des taux de cholestérol circulant. Il a été 

démontré que les souris dépourvues de la proprotéine subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9), une 

proprotéine qui mène à la dégradation du LDLR, ont une fonction lymphatique améliorée, tandis 

que les souris dépourvues de LDLR développent une dysfonction lymphatique. Nous visons 

maintenant à mieux comprendre les mécanismes par lesquels la présence de PCSK9 dans la 

lymphe ou la modulation du LDLR sur les cellules endothéliales lymphatiques (CEL) affecte la 

fonction lymphatique. Les CEL sont incubées avec du PCSK9 ou traitées avec un ARN inhibant 

spécifiquement l’expression du LDLR afin d’évaluer comment la présence de PCSK9 ou la 

modulation du LDLR affecte l'intégrité des CEL. Nos résultats démontrent que le PCSK9 

n’induit pas la sécrétion de cytokines inflammatoires et n'affecte pas l'expression des marqueurs 

lymphatiques. L’inhibition de l’expression du LDLR entraîne une diminution des marqueurs 

lymphatiques membranaires endothéliaux. La diminution du LDLR a aussi entrainé une 

diminution des taux de certains lipides intracellulaires et en particulier des phospholipides, des 

sphingolipides et des triglycérides. Ces résultats suggèrent qu'une perte du LDLR, mais pas la 

présence de PCSK9 en circulation, pourrait induire à une altération de l'endothélium 

lymphatique causée par une diminution de l’expression de protéines membranaires essentielles 

au bon transport de la lymphe. 

 

Mots-clés : Récepteur au LDL, lymphatiques, cellules endothéliales, athérosclérose 
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Abstract 

 

The lymphatic system plays a key role in the removal of cholesterol from the artery wall and 

lymphatic dysfunction is known to occur prior to the onset of atherosclerosis. This dysfunction 

is associated with reduced expression of the low-density-lipoprotein receptor (LDLR) and is 

first independent of circulating cholesterol levels. It has been shown that mice lacking 

proprotein subtilisin/kexin type 9 (PCSK9), a proprotein that degrades LDLR, have improved 

lymphatic function while mice lacking LDLR had a lymphatic dysfunction. We now aim to 

better understand the mechanisms by which the presence of PCSK9 in lymph or the modulation 

of LDLR on lymphatic endothelial cells (LECs) affects lymphatic function. Incubation of LECs 

with PCSK9 and specific targeting of LDLR expression with silencing RNAs were used to 

further evaluate how PCSK9 or modulation of LDLR affect the metabolism and integrity of 

LECs. Our results demonstrate that PCSK9 does not induce  the secretion of inflammatory 

cytokines and does not affect the expression of lymphatic markers. LDLR silencing RNA leads 

to a decrease of membrane-bound lymphatic endothelial cell markers. A decrease in LDLR 

expression also led to a decrease in the content of some intracellular lipids and particularly 

phospholipids, sphingolipids and triglycerides. These results suggest that loss of LDLR 

expression, but not circulating PCSK9, could lead to alterations in the lymphatic endothelium  

caused by loss of membrane integrity which could in turn affect lymph transport. 

 

 

Keywords : LDL receptor, lymphatics, endothelial cells, atherosclerosis 
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1.1 Le récepteur au LDL 

Le récepteur de lipoprotéines de faible densité (low-density-lipoprotein receptor ou 

LDLR) est une glycoprotéine membranaire qui possède plusieurs domaines structuraux lui 

permettant de lier spécifiquement différentes lipoprotéines via leurs apolipoprotéines1, 2. 

Les apolipoprotéines sont les composantes structurales qui dictent les fonctions 

physiologiques des différentes lipoprotéines. Comme son nom l’indique, le rôle principal 

du LDLR est de lier les particules de LDL qui sont synthétisées par le foie et qui ont pour 

rôle d’acheminer le cholestérol sous forme estérifiée aux tissus périphériques3. La liaison 

se fait entre la molécule d’apolipoprotéine B-100 (apoB-100) présente dans une particule 

de LDL et le domaine N-terminal du LDLR, toujours dans un ratio 1:14. Suite à la liaison, 

le récepteur est internalisé avec la particule de LDL via des domaines intracellulaires de la 

membrane plasmique qui sont des puits recouverts de clathrines (clathrin-coated pits) 

spécialisés dans l’internalisation et l’endocytose. Ces domaines permettent une 

invagination de la membrane plasmique afin de former des vésicules qui initient le 

transport vers les endosomes dans lesquels le pH acide va favoriser la dissociation entre le 

LDLR et son ligand le LDL5. Le LDLR est ensuite recyclé à la membrane tandis que le 

LDL est dirigé dans les lysosomes dans lesquels il sera dégradé, ce qui va mener à la relâche 

des esters de cholestérol contenu dans le LDL (Figure 1). Le cholestérol peut ensuite être 

stocké, utilisé pour la production de diverses molécules essentielles telles que les hormones 

stéroïdiennes, l’acide cholique et la vitamine D, ou utilisé dans le maintien de l’intégrité et 

de la fluidité de la bicouche lipidique qui forme la membrane des organites et des cellules6, 

7. Il existe plusieurs autres lipoprotéines composées de différentes protéines 

(apolipoprotéines) et de lipides leur conférant différents effets physiologiques. Le LDL est 

la lipoprotéine la plus riche en cholestérol et elle est dérivée des lipoprotéines de très faible 

densité (very-low-density lipoproteins, VLDL) et de densité intermédiaire  (intermediate-

density lipoproteins, IDL). Les VLDL sont produites par le foie et sont riches en 

triglycérides. Tout comme les particules de LDL, les VLDL possèdent une molécule 

d’apoB-100 qui compose leur cœur, mais ils contiennent également de l’apolipoprotéine-

E (apoE). En se vidant de leurs triglycérides dans les tissus périphériques, les VLDL se 

transforment en IDL tout en conservant les mêmes apolipoprotéines. Finalement, on 

retrouve les lipoprotéines de haute densité (high-density-lipoproteins, HDL) qui sont riches 
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en cholestérol et qui ont comme composante principale l’apolipoprotéine A-1 (apoA-1)8, 9. 

 

  

Figure 1.1 Internalisation du LDLR2. Le LDL interagit avec le récepteur du LDL présent 

à la surface et le complexe est internalisé via une vésicule entourée de clathrines. La 

vésicule perd ses clathrines et devient un endosome. Le complexe se dissocie, le récepteur 

est recyclé et le LDL est dégradé. En parallèle, il y a synthèse continue du LDLR via le 

réticulum endoplasmique.1  

1.1.1 Régulation de l’expression du LDLR 

Le LDLR est exprimé de façon ubiquitaire. Contrairement aux cellules hépatiques 

qui utilisent le cholestérol qu’elles synthétisent de novo pour répondre à leurs besoins en 

cholestérol, les autres types cellulaires utilisent plutôt le LDL en circulation10. Les premiers 

résultats concernant l’expression du LDLR et l’internalisation du LDL ont été obtenus sur 

des fibroblastes10. C’est d’ailleurs dans les fibroblastes qu’il a été démontré que la présence 

de LDL dans le milieu inhibe l’enzyme responsable de la production de cholestérol 

intracellulaire : la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (ou HMG-CoA) réductase11-

14. Un autre mécanisme de régulation que possèdent ces cellules consiste à diminuer la 

synthèse et l’expression du LDLR lorsque le LDL est présent en forte quantité et en 

l’augmentant lorsque le LDL est en faible concentration dans le milieu15, 16. Ce mécanisme 

de régulation passe par les sterol element binding proteins (SREBP). Les SREBP sont une 
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famille de facteurs de transcription qui régulent l’expression de diverses protéines 

impliquées dans l’homéostasie des lipides et il en existe trois isoformes : la SREBP-1c qui 

est impliquée dans la synthèse d’acides gras et le métabolisme du glucose, la SREBP-2 qui 

régule la synthèse de cholestérol et la SREBP-1a qui régule la synthèse d’acides gras et de 

lipides17. L’activation de la SREBP-2 commence par une diminution du cholestérol 

intracellulaire18, plus spécifiquement dans le réticulum endoplasmique, ce qui va initier le 

transport de la SREBP-2 vers le noyau19 afin d’activer la transcription du LDLR20 et de 

l’HMG-CoA réductase21. Les cellules vont ainsi surexprimer le LDLR à la surface et capter 

des particules de LDL. Inversement, si les niveaux de cholestérol intracellulaires sont 

élevés, la SREBP-2 reste sous sa forme inactive22.  

Toutefois, même si les cellules des tissus périphériques possèdent les mécanismes 

leur permettant de réguler leur synthèse de cholestérol et de LDLR, il revient aux cellules 

hépatiques de contrôler les taux de LDL circulant. Des concentrations trop basses ou trop 

élevées de LDL dans le sang peuvent, dans les deux cas, induire des effets néfastes sur 

l’organisme qui seront décrits plus tard. En plus de réguler les taux de LDL via l’expression 

du LDLR, le foie exprime et sécrète la proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9 

(PCSK9), qui est capable de lier le LDLR et de mener à son internalisation et à sa 

dégradation23, 24. L’expression du PCSK9, tout comme celle du LDLR, est contrôlée au 

niveau transcriptionnel par la SREBP-222. Contrairement aux particules de LDL qui se 

détachent du LDLR dans les endosomes (Figure 1.2A), le pH acide permet un changement 

conformationnel du PCSK9 qui va augmenter son affinité pour le LDLR25. Le LDLR est 

ainsi incapable d’être recyclé à la membrane et il se retrouve dégradé dans les lysosomes 

avec le PCSK9 (Figure 1.2B). En condition physiologique, ce mécanisme a pour but de 

garder une certaine homéostasie en augmentant la sécrétion de PCSK9 par le foie et en 

diminuant les niveaux de LDLR dans le cas où les taux de LDL seraient déjà faibles.  
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Figure 1.2 Mécanismes d’internalisation du LDL et du PCSK926. a) Le LDL est 

internalisé avec le LDLR et le pH acide des endosomes favorise leur dissociation et le 

recyclage du LDLR. b) Le PCSK9 est internalisé avec le LDLR et le pH acide des 

endosomes augmente l’affinité du PCSK9 pour le récepteur et le complexe est dirigé vers 

les lysosomes pour la dégradation.  

1.2 LDL, LDLR, PCSK9 et maladies cardiovasculaires 

1.2.1 Hypercholestérolémie familiale 

L’hypercholestérolémie familiale (HF) est une maladie génétique caractérisée par 

des niveaux anormalement élevés de LDL dans le sang et est causée par des mutations dans 

un ou plusieurs gènes impliqués dans le métabolisme du cholestérol, tel que le  LDLR, le 

PCSK9 ou le LDL10. Une forte hétérogénéité dans le gène du LDLR (environ 1500 variants 

répertoriés27) a été observée et les mutations diffèrent d’une population à une autre. Les 

mutations au niveau du LDLR peuvent causer l’absence ou l’anormalité dans la production 

de la protéine28, un assemblage anormal ou un transport bloqué entre le réticulum 

endoplasmique et l’appareil de Golgi1. Ces mutations sont aussi souvent associées à une 

altération dans le domaine de liaison du LDL qui empêche l’interaction entre le LDLR et 

son ligand29, un défaut dans l’internalisation du LDLR par les puits recouverts de 

clathrines30 ou une incapacité du LDLR à se détacher du LDL dans les endosomes et à être 

recyclé à la membrane31. Une autre mutation pouvant empêcher la liaison du LDL à son 
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récepteur a été identifiée dans l’apoB-100 qui est la lipoprotéine principale du LDL et le 

domaine qui permet sa liaison au LDLR32, 33. La mutation au niveau du PCSK9 entraîne un 

gain de fonction de la protéine qui va augmenter son affinité pour son récepteur et mener 

à un taux de dégradation anormal du LDLR34, 35. L’HF peut être homozygote (1 personne 

sur 1 million) ou hétérozygote (1 personne sur 500)36. Les symptômes de maladies 

cardiovasculaires apparaissent dès l’enfance chez les patients HF homozygotes et les taux 

de mortalité sont élevés à l’adolescence36. Dans le cas des patients HF hétérozygotes, 

l’apparition et la gravité des symptômes dépendent des mutations dans le gène du LDLR36. 

Il est donc primordial de pouvoir déceler l’HF afin d’éviter les complications reliées à 

l’augmentation des taux de LDL circulant causée par les mutations dans le LDLR. 

1.2.2 Athérosclérose 

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique caractérisée par la 

formation de plaques dans les artères. L’athérosclérose et les maladies cardiovasculaires 

qui en découlent sont la cause de plus de 30% de décès dans les pays développés37-39. Ses 

causes et ses mécanismes d’apparition semblent être bien plus complexes qu’une simple 

augmentation des taux de LDL en circulation surtout si l'on prend compte le fait que le 

nombre de décès continue d’augmenter dans les pays développés malgré la réduction de 

l’hypercholestérolémie40, 41. La pathophysiologie de l’athérosclérose peut impliquer de 

multiples facteurs génétiques et environnementaux ainsi que l’interaction d’une multitude 

de molécules provenant de plusieurs organes différents42. Il est toutefois bien décrit que 

l’augmentation de la concentration de LDL plasmatique devient problématique lorsque les 

particules de LDL commencent à s’accumuler dans les tissus périphériques 

extrahépatiques, plus particulièrement dans la paroi endothéliale des artères aux 

embranchements où le flux sanguin est perturbé43. Cette accumulation de LDL dans les 

artères mènera, avec le temps, à une dysfonction endothéliale et promouvra l’apparition de 

la plaque athérosclérotique. 

1.2.2.1 Mécanismes moléculaires de l’athérosclérose 

  Pour favoriser la mise en place de la plaque, il faut d’abord que l’endothélium soit 

endommagé. Il existe plusieurs facteurs de risques qui induisent une dysfonction 

endothéliale. Les zones d’embranchements sont plus à risques car elles subissent des forces 
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de cisaillement à cause de la pression artérielle et du flux sanguin43. En plus de fragiliser 

la paroi endothéliale et d’en augmenter la perméabilité, les forces de cisaillement induisent 

un phénotype inflammatoire et augmentent la présence de radicaux libres comme les 

espèces réactives d’oxygènes (reactive oxygen species ou ROS)44. D’autres facteurs de 

risques comme le tabagisme, le diabète et l’hypertension peuvent favoriser la dysfonction 

endothéliale44. Cette fragilisation de l’endothélium aura comme effet d’augmenter les taux 

de LDL qui traversent la paroi endothéliale et de favoriser leur accumulation dans 

l’intima45. Le LDL est par la suite modifié de façon enzymatique (oxygénation des acides 

gras par la lipoxygénase) ou non enzymatique (glycation de la molécule d’apoB-100) en 

une forme oxydée (oxLDL)38, 46, 47. Il a été démontré que les cellules endothéliales, les 

cellules musculaires lisses (CML) ainsi que les macrophages (soit les trois types cellulaires 

avec lesquels le LDL sera en contact dans l’endothélium) peuvent oxyder le LDL48-52. 

L’accumulation et la modification du LDL dans la paroi artérielle provoquent l’apparition 

de stries lipidiques, la première observation de l’accumulation de la plaque 

athérosclérotique38 (Figure 1.3). L’oxydation du LDL entraîne la fragmentation de sa 

molécule d’apoB-100, empêchant subséquemment la liaison du oxLDL au LDLR53. Les 

macrophages internalisent le oxLDL grâce à divers récepteurs éboueurs (scavenger 

receptors, SRs) tels que CD36, SR-A1, SR-A2, SR-B1, MARCO ou LOX-154-60. Il a été 

démontré que les macrophages internalisent le oxLDL 10 fois plus rapidement que le LDL 

non-modifié54. L’internalisation du cholestérol est initialement importante dans la clairance 

des lipoprotéines modifiées, mais un débalancement entre l’afflux, l’efflux et 

l’estérification de ce cholestérol conduit à une accumulation massive de cholestérol 

estérifié dans les macrophages entraînant la formation de cellules spumeuses, ce qui 

exacerbera la réaction inflammatoire54, 55. Le cholestérol estérifié est stocké dans le 

cytoplasme sous forme de gouttelettes lipidiques et est en équilibre dynamique avec le 

cholestérol libre2. 

L’accumulation des cellules spumeuses entraîne une augmentation du stress 

oxydatif et de la sécrétion de cytokines/chimiokines, provoquant davantage d'oxydation 

des LDL, une activation des cellules endothéliales qui se mettent à exprimer davantage de 

molécules d’adhésion (Vascular cell adhesion molecule (VCAM-1), Intercellular adhesion 

molecule (ICAM-1), Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1)), le 
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recrutement subséquent d’encore plus de monocytes et la formation de cellules 

spumeuses61-63. La réaction inflammatoire et la lésion athérosclérotique sont aussi 

aggravées par la présence de plaquettes qui adhèrent à l’endothélium inflammé et 

dysfonctionnel64. Leur activation par la thrombine entraîne la relâche de cytokines 

inflammatoires et de facteurs de croissance de l’endothélium vasculaire (vascular 

endothelial growth factor ou VEGF) qui favorisent encore plus le recrutement de 

monocytes65. La réaction inflammatoire et les dépôts de LDL promeuvent la prolifération 

cellulaire et le remodelage vasculaire qui, avec le temps, engendrera le rétrécissement de 

la lumière vasculaire ou favoriser la rupture de la plaque64, 66, 67. 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.3 Apparition et progression d’une plaque athérosclérotique (adapté de68). 

Les stries lipidiques font référence à l’accumulation de LDL dans l’endothélium vasculaire 

(plus spécifiquement dans l’intima), favorisant le recrutement de cellules dendritiques et 

de monocytes. La lésion s’établit lorsque les cellules musculaires lisses et les cellules 

immunitaires pénètrent dans l’intima et favorisent la rétention de LDL. La paroi peut 

éventuellement s’amincir et devenir instable, risquant ainsi de rompre. 
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1.2.3 HDL et transport inverse du cholestérol 

Le HDL est considéré comme une lipoprotéine athéroprotectrice. Avoir de faibles 

taux de HDL est un facteur de risque important dans le développement de maladies 

cardiovasculaires69. Il existe un mécanisme qui est dépendant du HDL et qui permet 

d’acheminer le cholestérol des macrophages hors de la plaque athérosclérotique. 

Contrairement au LDL qui achemine le cholestérol aux tissus périphériques, le HDL est 

responsable d’éliminer l’excès de cholestérol des macrophages qui favorisent la formation 

de la plaque70 (Figure 1.4). Les macrophages possèdent le SR-B1, qui leur permet 

d’interagir avec le HDL, et l’ATP binding cassette transporter 1 ou ABCA1 qui permet 

l’efflux de cholestérol présent dans les macrophages vers la molécule d’apoA1 présente 

dans le HDL71, 72. Il a été démontré que l’efflux de cholestérol dans des macrophages 

n’exprimant pas l’ABCA1 était possible, menant ainsi à la découverte de l’ATP binding 

cassette G1 ou ABCG1 qui est un autre transporteur qui permet l’efflux de cholestérol73, 

74. Le HDL peut ensuite rejoindre la circulation sanguine et interagir avec le foie via son 

récepteur SR-B1 afin d’y acheminer le cholestérol pour qu’il puisse être éliminé75. Ce 

mécanisme qui consiste à transporter le cholestérol hors de la plaque athérosclérotique vers 

le foie est appelé transport inverse du cholestérol. 
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Figure 1.4 Transport du cholestérol (adapté de76).  

Le transport du cholestérol débute dans le foie qui génère du VLDL qui est relâché dans la 

circulation. Le VLDL est hydrolysé dans la circulation et devient du IDL puis du LDL, qui 

est le transporteur principal de cholestérol dans les tissus périphériques. Les cellules 

périphériques internalisent majoritairement le LDL via leur LDLR. L’excès de cholestérol 

internalisé sera pris en charge par les particules d’apoA-1 grâce à son l’interaction avec 

l’ABCA1. L’apoA-1 chargée en cholestérol devient une particule de HDL qui, via le 

système lymphatique, va transporter le cholestérol jusqu’au foie. Le HDL est internalisé 

par le foie via le récepteur SR-B1. 

 

 



 

23 
  

1.2.4 Thérapies pour contrer l’hypercholestérolémie et l’athérosclérose 

Les thérapies pour combattre l’apparition et la progression de l’athérosclérose ont 

principalement pour but de contrôler les niveaux de cholestérol. Les statines sont le 

traitement le plus commun pour traiter les maladies cardiovasculaires et leur mécanisme 

d’action principal consiste à bloquer l’HMG-CoA réductase afin de limiter la synthèse de 

cholestérol par les cellules77. Ce faisant, les taux de cholestérol intracellulaires diminuent 

et l’activation de la SREBP-2 engendrera la surexpression du LDLR afin de diminuer les 

taux de LDL tel qu’expliqué précédemment. Dix pour cent des patients sont intolérants aux 

statines à cause des effets secondaires affectant principalement les muscles (par ex. 

myopathie, myalgie, rhabdomyolyse). Cette intolérance corrèle souvent avec 

l’augmentation des risques d’infarctus et de maladies coronariennes78. Les patients avec 

hypercholestérolémie familiale sont souvent résistants aux statines et leurs niveaux de LDL 

restent élevés malgré le traitement79. D’autre part, des études cliniques prometteuses 

avaient pour objectif d’augmenter les niveaux de HDL en inhibant la protéine de transfert 

des esters de cholestérol (cholesteryl ester transfer protein ou CETP). La CETP a pour 

fonction de transférer le cholestérol contenu dans le HDL vers les VLDL et les LDL et son 

inhibition permet d’augmenter les taux de HDL et de diminuer les taux de LDL. Les 

inhibiteurs de CETP permettraient en théorie de favoriser le transport inverse du 

cholestérol et limiter la formation de plaque athérosclérotique80. Bien que les résultats des 

essais cliniques aient démontré une augmentation des taux de HDL circulants chez les 

patients, cette augmentation ne s’est pas traduite par une diminution d’évènements 

cardiaques dans l’ensemble des sujets traités81, 82. Des essais cliniques ont été arrêtés car 

les inhibiteurs de CETP n’avait pas réduit le risque d’évènements cardiaques, ou parce 

qu’ils avaient augmenté le risque de mortalité et d’évènements cardiaques83. Le traitement 

à la niacine est une autre thérapie qui est connu pour augmenter le HDL et diminuer le 

LDL84. Ce traitement a montré des effets bénéfiques en réduisant le nombre d’évènements 

cardiaques mais il est accompagné de plusieurs effets secondaires (par ex. des palpitations, 

la goutte et l’hépatite) qui restreignent sa prescription85. 
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1.3 Le système lymphatique 

1.3.1 Rôle du système lymphatique dans l’athérosclérose 

Les recherches dans le domaine de l’athérosclérose ont été redirigées sur le chemin 

que le HDL emprunte dans le transport inverse du cholestérol86. La lymphe est riche en 

lipoprotéines, en particulier le HDL87, 88. Dans la dernière décennie, il a été démontré que 

le transport inverse du cholestérol inclut un nouveau joueur clé dans son processus : le 

système lymphatique. Ainsi, pour quitter la paroi des vaisseaux sanguins, le cholestérol 

contenu dans les macrophages doit d’abord rejoindre les vaisseaux lymphatiques présents 

dans l’adventice au niveau de la plaque athérosclérotique avant de rejoindre la circulation 

sanguine au niveau de la veine sous-clavière (Figure 1.5)89. Il a été démontré que sans 

réseau lymphatique fonctionnel, le cholestérol peut difficilement quitter la paroi 

athérosclérotique. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.5 Schématisation de la présence des vaisseaux lymphatiques dans la plaque 

athérosclérotique (adapté de90). A) Les vaisseaux lymphatiques sont présents au niveau 

de l’adventice des artères. B) Image d’immunofluorescence représentant des capillaires 

lymphatiques dans la périphérie de l’arc aortique. 
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1.3.2 Morphologie et fonctions du système lymphatique 

Le système lymphatique est présent dans tous les tissus vascularisés et il est divisé 

en plusieurs composantes : les vaisseaux capillaires (aussi appelés initiaux), les vaisseaux 

collecteurs et les ganglions lymphatiques. Le système lymphatique permet le maintien de 

l’homéostasie osmotique en favorisant la prise en charge du liquide interstitiel 

principalement composé de déchets cellulaires, de sels, de sucres, de protéines et d’acides 

aminés afin de le filtrer et le retourner dans la circulation sanguine pour permettre 

l’excrétion des déchets91-94. Plus précisément, c’est aux capillaires lymphatiques que 

revient le rôle de prendre en charge le liquide interstitiel. Les capillaires lymphatiques sont 

perméables aux macromolécules et sont caractérisés par une monocouche de cellules 

endothéliales composées de jonctions de types boutons (Figure 1.5). Ces jonctions sont 

directement attachées à la matrice extracellulaire de l’espace interstitiel via des filaments 

d’ancrages, et ces filaments agissent de sorte à tirer sur les cellules et élargir les jonctions 

lorsque la pression dans l’espace interstitiel augmente, permettant ainsi l’entrée du liquide 

interstitiel dans les capillaires95. Une fois dans les capillaires, le liquide interstitiel est 

désormais appelé «lymphe». La lymphe est tout d’abord propulsée dans le système 

lymphatique par les vaisseaux pré-collecteurs qui sont partiellement recouverts par des 

cellules musculaires lymphatiques (CMLym)96. Les vaisseaux pré-collecteurs fusionnent 

avec les vaisseaux collecteurs, qui eux sont composés de cellules endothéliales 

caractérisées par des jonctions de type fermeture éclair95. Les vaisseaux collecteurs 

possèdent une couche de CMLym qui permettent la contraction des vaisseaux et la 

propulsion de la lymphe, et des valves qui empêchent le retour de la lymphe afin de faciliter 

le mouvement unidirectionnel (Figure 1.6). En plus des contractions intrinsèques des 

cellules musculaires lymphatiques, le mouvement de la lymphe est rendu possible grâce 

aux contractions des muscles squelettiques97. 
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Figure 1.6 Particularités structurales des capillaires lymphatiques et des vaisseaux 

collecteurs (adapté de95). La lymphe traverse les capillaires lymphatiques qui sont 

caractérisés par des jonctions de type boutons, puis les vaisseaux collecteurs qui sont 

caractérisés par des jonctions de type fermeture éclair. Les valves présentes dans les 

vaisseaux collecteurs favorisent le mouvement unidirectionnel de la lymphe. 

1.3.3 Marqueurs lymphatiques 

1.3.3.1 VEGFR3 

Bien que le système lymphatique et le système sanguin soient étroitement liés et 

dépendants l’un de l’autre, des marqueurs spécifiques les différencient. Le premier 

marqueur à avoir été découvert est le vascular endothelial growth factor receptor 3 ou 

VEGFR3 qui est fortement exprimé dans les cellules endothéliales lymphatiques (CEL)98, 

99. L’importance de ce récepteur dans le développement lymphatique a été démontrée dans 

des modèles de souris qui n’expriment pas le VEGF-C, qui est son ligand principal. Ces 

souris sont incapables de développer des vaisseaux lymphatiques normaux et décèdent au 

stade embryonnaire à cause de l’accumulation de liquide dans les tissus périphériques. Ces 

effets étaient évités lorsque les souris étaient traitées séparément au VEGF-C ou au VEGF-

D, un autre ligand du VEGFR3, prouvant ainsi l’importance de l’interaction entre ces 

ligands et leur récepteur. L’importance de l’interaction entre le VEGF-D et le VEGFR3 a 

aussi été démontré dans un modèle de têtard ayant subi un knockdown dans le gène du 

VEGF-D100. Ce modèle présente un défaut de bourgeonnement et de migration des CEL. 
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Des mutations dans le VEGFR3 sont aussi connues pour induire une hypoplasie des 

vaisseaux lymphatiques et du lymphœdème chez les humains et les souris101. Les CEL 

adultes dépendent uniquement du VEGF-C pour la croissance et la prolifération102. Outre 

ses rôles dans le développement et la prolifération, le VEGFR3 peut directement réguler la 

fonction lymphatique au niveau des vaisseaux collecteurs et un traitement avec son 

agoniste VEGF-C peut stimuler les contractions des vaisseaux. Cet effet du VEGFR3 a été 

démontré, entre autre, chez la souris par injection d’une forme mutante du VEGF-C 

spécifique au VEGFR3, le VEGFC-152s, qui a induit une augmentation de la fréquence 

des contractions des vaisseaux lymphatiques collecteurs103. 

1.3.3.2 Prox1 

L’énoncé selon lequel le système lymphatique et le système sanguin sont 

étroitement liés fait non seulement référence à leurs fonctions physiologiques, mais aussi 

à leur développement. Il a été démontré que les vaisseaux lymphatiques sont originaires 

des vaisseaux sanguins et que la différenciation des cellules endothéliales sanguines en 

CEL dépend du facteur de transcription prospero homeobox protein 1 ou Prox1. Une 

délétion de Prox1 bloque la différentiation des CEL au stade embryonnaire. À l’inverse, la 

surexpression de Prox1 dans les cellules endothéliales sanguines inhibe l’expression de 

gènes spécifiques aux cellules sanguines et favorise l’expression de marqueurs 

lymphatiques104. Cette protéine est donc très importante durant le développement et son 

expression est spécifique aux cellules endothéliales, devenant historiquement le deuxième 

marqueur lymphatique le plus important à avoir été découvert. Ses fonctions ne sont pas 

encore tout à fait décrites après le développement, mais une dysfonction lymphatique 

causée par la rupture des vaisseaux et qui mène au développement de l’obésité a été 

observée chez des souris hétérozygote Prox1+/-105.  

1.3.3.3 LYVE-1 

Un autre marqueur de CEL est le lymphatic vessel hyaluronan receptor-1 ou LYVE-1. Il 

est fortement exprimé dans les cellules endothéliales des capillaires lymphatiques, mais 

très peu ou pas du tout dans les vaisseaux collecteurs lymphatiques, permettant ainsi de 

différencier les deux sous-types de vaisseaux106. LYVE-1 n’est pas spécifique aux 

vaisseaux lymphatiques étant donné qu’il est aussi exprimé dans les vaisseaux sanguins 
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embryonnaires, les macrophages107, et les capillaires sinusoïdes des cellules endothéliales 

du foie108. Le marquage de LYVE-1 est donc principalement utilisé comme marqueur de 

capillaires lymphatiques ou pour différencier les vaisseaux lymphatiques et les vaisseaux 

sanguins en l’utilisant en combinaison avec d’autres marqueurs. Comme son nom le 

suggère, LYVE-1 peut lier et internaliser l’acide hyaluronique, qui est un composant de la 

matrice extracellulaire impliqué dans la réparation tissulaire et l’inflammation109. LYVE-

1 aurait aussi un rôle important dans l’immunité car il permet l’entrée des cellules 

dendritiques par les capillaires lymphatiques en se liant à la molécule d’acide hyaluronique 

présente à leur surface, et présente aussi un rôle dans la lymphangiogénèse. Il a été 

démontré in vitro que des fragments d’acide hyaluronique induisent la croissance et la 

prolifération de CEL et ces effets étaient contrecarrés par un knockdown spécifique du 

LYVE-1110. Étant donné sa forte expression à la membrane plasmique, il a été proposé que 

LYVE-1 puisse jouer un rôle structural assez important111.  

1.3.3.4 Podoplanine 

La podoplanine (PDPN) est une protéine transmembranaire et un autre marqueur des 

CEL112. Durant le développement, la PDPN joue un rôle important dans la séparation des 

vaisseaux sanguins et lymphatiques grâce à son interaction avec le C-type lectin receptor 

ou CLEC-2 qui est présent sur les plaquettes113, 114. Les souris Pdpn-/- (knockout total) 

meurent à la naissance à cause d’un défaut dans la formation du système lymphatique115, 

116. Les souris hétérozygotes Pdpn+/- peuvent survivre mais sont incapables de développer 

un système lymphatique fonctionnel, ont un défaut dans le transport lymphatique, une 

absence de capillaires lymphatiques et souffrent d’œdème sévère. 

1.3.3.5 FOXC2 

La forkhead transcription factor box protein C2 ou FOXC2 est aussi important dans le 

développement des vaisseaux lymphatiques, mais plus spécifiquement pour la formation 

des valves. Il joue un rôle structural en maintenant et en stabilisant les jonctions et le 

cytosquelette des cellules endothéliales lymphatiques117. Les souris Foxc2-/- (knockout 

total) ont une perte de l’intégrité ou une absence complète des valves, une perturbation du 

mouvement unidirectionnel de la lymphe et l’apparition de lymphœdème.  
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1.4 Mise en contexte du projet 

Le système lymphatique est maintenant reconnu comme étant une composante 

principale du transport inverse du cholestérol et un joueur clé dans l’évolution de 

l’athérosclérose86, 118, 119. Notre laboratoire a récemment étudié l’évolution de la 

dysfonction lymphatique dans l’initiation et la progression de la plaque athérosclérotique, 

pour ultimement tenter de déterminer à quel moment la dysfonction survient, et quel(s) 

portion(s) du vaisseau elle affecte, à priori. Pour ce faire, le laboratoire a utilisé deux 

modèles murins : un modèle Ldlr-/-;hApoB100+/+ qui est prédisposé à développer 

l’athérosclérose sans l’utilisation d’un diète riche en cholestérol et un modèle Pcsk9-/- qui 

est souvent caractérisé comme étant athéroprotégé120. Ces modèles ont permis de 

déterminer que la dysfonction lymphatique survient avant que la plaque d’athérosclérose 

ne soit visible, et que le défaut est dans un premier temps présent au niveau des vaisseaux 

lymphatiques collecteurs, et non dans la capacité d’absorption des capillaires 

lymphatiques. La même publication nous a permis de constater que le LDLR est exprimé 

sur les CEL, mais pas sur les CMLym et que le défaut serait d’abord indépendant des 

niveaux de cholestérol circulants. Les souris Pcsk9-/- quant à elles présentaient une fonction 

lymphatique améliorée par rapport aux souris contrôles. Le laboratoire a démontré que le 

PCSK9 circule dans la lymphe, avec des niveaux plus élevés dans les animaux Ldlr-/-

;hApoB100+/+. Comme prémisse aux travaux présentés dans ce mémoire, nous avons émis 

l’hypothèse que le LDLR sur les cellules endothéliales lymphatiques et/ou le PCSK9 

circulant dans la lymphe joue un rôle crucial dans le maintien de l’intégrité des vaisseaux 

lymphatiques. Ce projet est important dans le contexte actuel où il est nécessaire de 

diminuer la prévalence de l’athérosclérose et mettre au point des thérapies pour ralentir et 

limiter sa progression. Le laboratoire a démontré quelques mois avant la rédaction de ce 

mémoire que de cibler la fonction lymphatique avant la mise en place de la plaque 

d’athérosclérose permet de freiner la progression de la plaque dans un modèle murin Ldlr-

/-103. En ayant une meilleure compréhension des mécanismes qui mènent à l’apparition de 

la dysfonction lymphatique dans le contexte de l’athérosclérose, nous pourrons développer 

des outils qui nous permettront de monitorer l’apparition de l’athérosclérose en fonction 

de l’apparition de la dysfonction lymphatique au niveau du cœur, et en limiter la 

progression. 
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1.5 Hypothèses et objectifs 

1.5.1 Hypothèses 

À la lueur de notre précédente publication120, nous croyons que la dysfonction 

lymphatique chez les souris Ldlr-/;hApob100+/+ pourrait être, du moins en partie, 

attribuable à l’absence de LDLR sur les CEL et/ou à l’augmentation de la quantité de 

PCSK9 en circulation dans la lymphe. À l’inverse, dans le modèle Pcsk9-/-, l’augmentation 

de l’expression du LDLR et/ou l’absence de PCSK9 en circulation dans la lymphe 

pourraient se traduire par une fonction lymphatique améliorée. Le PCSK9 est connu pour 

être impliqué dans les mécanismes d’inflammation dans les cellules endothéliales et nous 

pensons que sa présence dans la lymphe pourrait induire des phénotypes inflammatoires 

sur les CEL, affectant ainsi l’intégrité de l’endothélium lymphatique. Nous pensons aussi 

que l’absence du LDLR ou la présence du PCSK9 pourrait affecter l’expression de 

protéines importantes pour le bon fonctionnement des vaisseaux lymphatiques. 

1.5.2 Objectifs 

Notre objectif global consiste à comprendre si et comment l’expression du LDLR 

sur les CEL peut être modulée, et les conséquences sur l’expression des marqueurs 

lymphatiques et l’intégrité de l’endothélium lymphatique. Ces mécanismes seront étudiés 

dans un modèle in vitro de cellules endothéliales lymphatiques humaines. Le PCSK9 est 

exprimé et produit par les hépatocytes, et régule ainsi les niveaux du LDLR. Un de nos 

objectifs visera à déterminer si les CEL peuvent exprimer et sécréter le PCSK9. Nonobstant 

du résultat, nous déterminerons le rôle du PCSK9 dans la modulation de l’expression du 

LDLR et des marqueurs des CEL. Les cellules seront traitées soit avec du PCSK9 humain, 

soit avec un petit ARN interférent (small interfering RNA ou siARN) qui bloque 

spécifiquement l’expression du LDLR (siLDLR). Pour explorer les hypothèses énoncées, 

nous avons élaboré divers sous-objectifs spécifiques : 
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• Vérifier si les CEL humaines expriment le LDLR  

• Vérifier si le LDLR présent sur les CEL peut exercer ses fonctions de liaison et 

d’internalisation du LDL 

• Déterminer si les CEL expriment et sécrètent le PCSK9 

• Déterminer si le PCSK9 induit la sécretion de cytokines pro- ou anti-inflammatoires 

par les CEL 

• Évaluer si la présence du PCSK9 et/ou le siLDLR modulent les taux d’ARNm des 

marqueurs lymphatiques VEGFR3, LYVE-1, Podoplanine, Prox1 et FOXC2 

• Évaluer si la présence du PCSK9 et/ou le siLDLR modulent l’expression des 

protéines membranaires VEGFR3, LYVE-1, et Podoplanine 

• Évaluer si le siLDLR modulent les taux de lipides intracellulaires
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2.1 Culture cellulaire 

Des CEL humaines prélevées du derme chez des adultes (Human Dermal 

Lymphatic Microvascular Endothelial Cells – Adult, HMVECs-DLyAD, LONZA) ont été 

cultivées en monocouche selon les recommandations de la compagnie dans du milieu de 

culture pour cellules endothéliales lymphatiques (Endothelial Cell Growth Medium-2 ou 

EGM-2, Promocell) supplémenté à 10% en sérum fœtal bovin et en SingleQuotsTM 

(Promocell). Les cellules ont été cultivées à 37 °C dans des plaques 6 puits (sauf si spécifié 

autrement) et traitées au 7ème passage lorsqu’elles atteignaient une confluence adéquate 

(80%).  

2.1.1 Traitement au PCSK9 

Les cellules sont conditionnées dans du milieu sans suppléments pendant 2 heures 

avant le traitement avec une protéine recombinante de PCSK9 humain (ProSci). Les 

traitements au PCSK9 ont été faits dans du milieu sans suppléments à une concentration 

de 6,5 µg/ml pendant 16 heures. Cette concentration est la dose utilisée dans une 

publication ayant recours au PCSK9 de la même compagnie121. Le choix du temps 

d’incubation est basé sur une publication dans laquelle des hépatocytes sont incubés 

pendant 16 heures avec une protéine recombinante de PCSK9 dilué dans du milieu sans 

suppléments. 

2.1.2 Traitement aux siARNs 

Les siARNs sont dilués à une concentration finale de 25 nM dans une solution de 

milieu sans suppléments contenant l’agent de transfection TransIT-X2® Dynamic Delivery 

System (MirusBio) dans un ratio 1:30. Cette solution est incubée pendant 25 minutes à 

température pièce pour permettre la formation du complexe entre le siARN et l’agent de 

transfection. Les cellules cultivées dans du milieu supplémenté sont transfectées avec le 

siARN et sont incubées pendant 48 heures avec le traitement. Un siARN non spécifique 

(siCTL) est utilisé comme contrôle. Les concentrations et les temps d’incubation ont été 

établis selon le protocole de l’agent de transfection TransIT-X2® fourni par la compagnie 

pour une plaque 6 puits. 
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2.2 Immunofluorescence sur CEL  

La détection du LDLR par immunofluorescence s’est faite par microscopie 

confocale sur une monocouche de cellules endothéliales lymphatiques cultivées dans des 

pétris en plastique. Les cellules ont été fixées pendant 10 minutes avec du 

paraformaldéhyde 4% puis lavées 3 fois avec un tampon phosphate salin (phosphate-

buffered saline ou PBS). Les cellules des pétris ayant servi pour le marquage intracellulaire 

ont été perméabilisées avec 0,25% de Triton X-100 puis lavées 3 fois avec du PBS. Les 

cellules sont ensuite incubées pendant la nuit à 4 °C avec un anticorps primaire spécifique 

au LDLR (Abcam) dilué à 1:100. Les cellules sont lavées avec du PBS puis incubées 

pendant 90 minutes à température pièce avec un anticorps secondaire couplé au 

fluorochrome Alexa Fluor 647 (Abcam). Les cellules sont ensuite incubées pendant 30 

minutes à température pièce avec du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) qui permet de 

marquer les noyaux en se liant à l’ADN. Les pétris ont ensuite été recouverts d’une lamelle 

qui a été scellée avec du vernis à ongle. Les images ont été prises avec le microscope 

confocal LSM 710 (Zeiss) et les images ont été analysées avec le programme ZEN (Zeiss). 

2.3 Immunobuvardage 

2.3.1 Détection de protéines par immunobuvardage 

L’analyse de l’expression de protéines s’est faite sur des CEL humaines cultivées 

dans des plaques 6 puits. Les protéines ont été extraites dans un tampon de 

radioimmunoprécipitation (RIPA buffer), quantifiées avec le kit Micro BCA™ Protein 

Assay Kit (ThermoFisher), diluées dans un tampon de Laemmli 4X et dénaturées pendant 

5 minutes à 95 °C. Les protéines ont été chargées à une quantité de 5µg par puits dans un 

gel de concentration (5% Acrylamide). Les protéines ont migré pendant 2 heures dans un 

gel de migration (10% Acrylamide). Les protéines ont ensuite été transférées sur une 

membrane de poly(fluorure de vinylidène) (PVDF) pendant 90 minutes à 4 °C. Les 

membranes ont été bloquées à température pièce dans une solution de lait en poudre diluée 

dans du TBST (Tris-buffered saline ou TBS, 0.1% Tween 20). Les membranes ont été 

incubées pendant la nuit à 4 °C avec un anticorps primaire contre le LDLR (Abcam) dilué 

à 1:1000 dans du TBST 1% lait, ou avec un anticorps primaire contre la -actine dilué à 
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1:10 000 dans une solution de TBST 1% BSA. Les membranes sont lavées avec du TBST 

(trois lavages de 15 minutes) puis incubées avec des anticorps secondaires couplés à la 

peroxydase de raifort (horseradish peroxidase ou HRP) pendant 90 minutes à température 

pièce. Les membranes sont ensuite lavées avec du TBST (trois lavages de 15 minutes). La 

révélation s’est faite avec un kit Clarity™ Western ECL Blotting Substrates (BioRad) et 

des films d’autoradiographie (Blu-Lite UHC™, MTC Bio). Les membranes ont été 

quantifiées avec le programme ImageJ 1.46r (National Institutes of Health). 

2.3.2 Détection de PCSK9 dans les surnageants de CEL 

Le PCSK9 a été détecté dans les surnageants de CEL humaines qui ont 

préalablement été concentrés à l’aide du dispositif Amicon® Ultra-2 Centrifugal Filter 

Devices (Milipore). Les surnageant d’hépatocytes (HepG2 et HuH7) ont été utilisés comme 

contrôles positifs. La détection par immunobuvardage s’est faite telle que décrite au point 

2.3.1 et la détection par ELISA s’est faite à l’aide d’un kit ELISA pour PCSK9 humain 

(Circulex). 

2.4 Cytométrie en flux 

2.4.1 Préparation des échantillons 

Les cellules en culture dans les plaques ont été détachées avec une solution de 

Trypsine/EDTA 1X (0,25% trypsine, 0,02% EDTA) et transférées dans des tubes 

eppendorf avant d’être centrifugées à 430 g pendant 5 minutes à 4 °C. Le culot de cellules 

de chaque échantillon a été resuspendu dans 200 µl de tampon FACS (PBS 5% BSA, 0.1% 

Azoture de sodium) et transféré dans une plaque de 96 puits à fond conique. La plaque a 

été centrifugée à 430 g pendant 5 minutes à 4 °C afin d’avoir les cellules au fond des puits. 

Après la centrifugation, le surnageant a été enlevé par inversion des plaques. 

2.4.2 Détection de protéines membranaires 

Les culots de cellules présents dans les puits de la plaque à fond conique sont 

resuspendus dans 25µl de tampon FACS dans lequel des anticorps couplés à des 

fluorochromes (SinoBiological : LDLR-APC (1 : 50); BioLegend : VEGFR3-PE (1:100), 

LYVE1-APC (1:100), PDPN-PerCP/Cy5.5 (1:100)) ont été dilués. La plaque a été incubée 
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pendant 10 minutes sur glace en étant protégée de la lumière. Les puits ont ensuite été lavés 

avec 200 µl de tampon FACS et la plaque a été centrifugée à 430 g pendant 5 minutes à 4 

°C. Les cellules ont été resuspendues dans 200 µl de tampon FACS et transférées dans des 

tubes de propylène (Falcon®) afin d’être passées au cytomètre BD FACSCelestaTM (BD 

Biosciences).  

2.4.3 Test d’internalisation de LDL fluorescent 

Les cellules sont incubées pendant 4 heures avec 10 µg/ml de LDL fluorescent 

(Alfa Aesar) dilué dans du milieu sans suppléments (conditions recommandées par la 

compagnie). Les cellules sont lavées 5 fois avec du milieu sans suppléments pour éliminer 

les restants de LDL qui n’ont pas été internalisés. Les cellules sont ensuite détachées et 

préparées pour la cytométrie en flux tel que décrit dans la section 2.4.1. 

2.4.4 Configuration des paramètres de cytométrie en flux 

Les acquisitions ont été réalisées à l’aide du logiciel BD FACSDiva™ (BD 

Biosciences). La population de cellules d’intérêt a d’abord été sélectionnée à l’aide des 

paramètres forward scatter area (FSC-A) et side scatter area (SSC-A) (Figure 2.1A). Cette 

sélection (P1) permet dans un premier d’éliminer les débris qui se retrouvent en bas à 

gauche du graphique. Les cellules sont ensuite sélectionnées en fonction de leur granularité 

à l’aide des paramètres SSC-W et SSC-H (width et height respectivement). Cette sélection 

(P2) permet d’éliminer les doublets de cellules et de garder le signal provenant uniquement 

de cellules uniques. Une dernière sélection (P3) à l’aide des paramètres FSC-W et FSC-H 

permet de nouveau d’éliminer les doublets de cellules qui seraient encore présents dans la 

population P2. La configuration des paramètres pour les anticorps se fait en ajustant le 

voltage dans le but d’avoir un signal de fluorescence inférieur à 103 dans un échantillon ne 

contenant pas d’anticorps (non-marqué), et un signal plus grand ou égal à 103 dans un 

échantillon contenant un seul anticorps pour une protéine d’intérêt (marquage unique). 

Voir l’exemple ci-dessous avec le VEGFR3-PE (Figure 2.1B). 
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Figure 2.1 Stratégie d’analyse pour les expériences de cytométrie en flux. 

(A) Les sélections P1, P2, et P3 permettent d’éliminer les débris, les cellules mortes et les 

doublets de cellules. (B) Un contrôle non-marqué et un marquage unique sont utilisés pour 

distinguer les signaux de fluorescence négatifs et positifs afin de configurer les voltages. 

  

2.4.5 Analyse des expériences de cytométrie en flux 

Les fichiers sont analysés avec le logiciel FlowJo™ (BD Biosciences). Les résultats 

sont exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF) et chaque traitement est 

normalisé par rapport à son contrôle. Les résultats présentés sont les ratios 

traitement/contrôle. 

SSC-A SSC-W 
FSC-W 

FSC-A SSC-H FSC-H 

P1 P2 P3 

FSC-A 

VEGFR3-PE VEGFR3-PE 

Non-marqué Marquage unique 

FSC-A FSC-A 

A 

B 
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2.4.6 Mesure de cytokines inflammatoires 

Des CEL humaines ont été incubées avec 6,5 µg/ml de PCSK9 pendant 16 heures 

et le surnageant a été récupéré et congelé à -80 °C. Les cytokines ont été mesurées par 

cytométrie en flux à l’aide du BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory 

Cytokine Kit (BD Biosciences) qui permet la détection de l’interleukine-8 (IL-8), 

interleukine-1β (IL-1β), interleukine-6 (IL-6), interleukine-10 (IL-10), facteur de nécrose 

tumorale (tumor necrosis factor ou TNF), et interleukine-12p70 (IL-12p70). Le kit contient 

des billes dont la taille et la fluorescence sont connues, et qui sont conjuguées à un anticorps 

spécifique qui va se lier à une cytokine. Les échantillons sont incubés avec les billes, puis 

avec un réactif de détection contenant des anticorps couplés à la phycoérythrine (PE). La 

PE permet l’obtention d’un signal fluorescent proportionnel à la quantité de cytokines 

présentes dans les échantillons et qui se sont liées aux billes. Les complexes formés de 

billes + cytokines + PE peuvent ainsi être détectés par cytométrie en flux. Les voltages du 

cytomètre ont été ajustés selon le protocole du kit à l’aide des billes de configuration. Les 

données sont analysées sur le logiciel FCAP Array™ Software Version 3.0 (BD 

Biosciences). 

2.5 Détection et quantification d’ARNm par RT-qPCR 

Les cellules ont été resuspendues dans 1 ml de Trizol (RiboZol™ RNA Extraction 

Reagent, VWR Life Science) après les traitements et conservées à -80 °C dans des tubes 

eppendorf pour minimum 24 heures. Le jour de l’extraction, les échantillons sont 

décongelés à température pièce et on ajoute 200 µl de chloroforme à chaque tube. Les 

échantillons sont ensuite vortexés pendant 20 secondes et centrifugés pendant 15 minutes 

à 12 500 rpm à 4 °C. La centrifugation induit une séparation de phase et 300 µl de la phase 

aqueuse (transparente) sont transférés dans un nouveau tube eppendorf. Un volume 

équivalent (300 µl) d’isopropanol est ajouté à la phase aqueuse et les tubes sont mélangés 

par inversion et laissés à température pièce pendant 10 minutes. La précipitation de l’ARN 

s’est faite à l’aide du kit FavorPrep (FavorGen) selon le protocole de la compagnie. En 

résumé, le mélange de phase aqueuse est transféré dans des colonnes de précipitation. 

L’ARN présent dans les colonnes est lavé à trois reprise via l’ajout de tampon de lavage et 

par centrifugation pendant 1 minute à 10 000 rpm. La colonne est ensuite centrifugée à sec 
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afin de sécher l’ARN et il est finalement récupéré via l’ajout de 42µl d’eau distilléee 

exempte en ARN et par centrifugation pendant 1 minute à 10 000 rpm. L’ARN extrait est 

quantifié sur NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (ThermoFisher) et les échantillons ont 

été dilués à la même concentration par rapport à l’échantillon ayant la plus petite 

concentration mesurée. Cette dilution permet de normaliser la concentration et d’avoir la 

même quantité d’ARN dans tous les échantillons pour la transcription inverse. La 

transcription inverse de l’ARN a été faite à l’aide du kit iScript™ cDNA synthesis kit (Bio-

Rad) sur la machine PCR Express (Thermo Hybaid) afin d’obtenir l’ADN complémentaire 

(ADNc). Après la transcription, l’ADNc a seulement été dilué 1 : 10 car les CEL 

contiennent peu de matériel génétique comparativement à d’autres lignées cellulaires pour 

la même quantité de cellules. La qPCR s’est faite avec 2 µl de cDNA (2 µg), 300 nM 

d’amorces, 5 µl de iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 0.2 µl de ROX et 1.8 µl d’eau 

distillée exempte d’ARNase pour un total de 10 µl par puits. Les expériences ont été faites 

sur le programme StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems). Des courbes de fusions 

ont été générées à la fin de chaque expérience pour vérifier qu’un seul produit de PCR a 

été amplifié. L’expression relative a été calculée par la méthode comparative de (2−ΔΔCT) 

et normalisée par rapport aux gènes rapporteurs glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase (GAPDH) et β2-microglobuline (B2M). Les deux gènes rapporteurs ont 

généré des résultats similaires et seuls les résultats pour la B2M sont montrés afin d’alléger 

les figures. 

2.5.1 Amorces utilisées 

LDLR 

F: TGAGGTCCACATTTGCCACA; R: TCCTCCAGACTGACCATCTGT 

LYVE1 

F: GCCGACAGTTTGCAGCCTATTG; R: CCGAGTAGGTACTGTCACTGAC 

FOXC2 

F: TCACCTTGAACGGCATCTACCAG; R: TGACGAAGCACTCGTTGAGCGA 

PDPN 

Séquence inconnue (SinoBiological, Cat : HP100937) 

PROX1 
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F: CTGAAGACCTACTTCTCCGACG; R: GATGGCTTGACGTGCGTACTTC 

VEGFR3 

F: GAGCAGATAGAGAGCAGGCAT; R: ACATTCTGGCCAGGTCCTTTAC 

B2M  

F :CCACTGAAAAAGATGAGTATGCCT, R : CCAATCCAAATGCGGCATCTTCA 

GAPDH 

F: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG; R : ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 

2.6 Lipidomique non-ciblée par chromatographie en phase liquide 

couplée à la spectrométrie de masse de type quadrupôle-temps de vol 

(liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry ou 

LC-QTOF-MS) 

2.6.1 Préparation des cellules 

Les cellules ont été cultivées dans des pétris en verre de 50 mm afin d’éviter les 

contaminations de polymères retrouvées dans les plaques de culture en plastique. Les 

cellules sont lavées avec du PBS, détachées avec une solution de Trypsine/EDTA 1X 

(0,25% trypsine, 0,02% EDTA) et centrifugées à 430 g pendant 5 minutes à température 

pièce. Les cellules (environ 2 millions par échantillons) sont resuspendues dans 1 mL de 

milieu sans suppléments. Les étapes d’extraction et d’analyse par LC-QTOF-MS qui 

suivent ont déjà été décrites dans la littérature122, 123. Brièvement, la suspension cellulaire 

est supplémentée avec des standards internes (monoacylglycérosphosphocholine (LPC) 

13:0, diacylglycérophosphocholine (PC) 14:0/14:0 et 19:0/19:0, phosphatidylsérine (PS) 

12:0/12:0, diacylglycérophosphoéthanolamine (PE) 17:0/17:0, et 

diacylglycérophosphoglycérol (PG) 15:0/15:0). 

2.6.2 Extraction des lipides 

Les tubes contenant les échantillons et les standards internes sont vortexés pendant 

10 secondes avant d’y ajouter, dans l’ordre, 2,5 ml de méthanol/acétonitrile/méthyl tert-

butyl éther (MTBE) et 625 µl d’eau déionisée. Les tubes sont mélangés après chaque ajout 

avec un vortex multi-pulse (Glas-Col) pendant 3 minutes. Les échantillons sont ensuite 



 

41 
  

centrifugés pendant 5 minutes à 1000 g et la phase supérieure a été récupérée. La phase 

inférieure a été sujette à trois extractions additionnelles qui inclut des étapes de 3 minutes 

de vortex et 5 minutes de centrifugation avec (i) 2 mL de la phase supérieure d’une solution 

de MTBE/méthanol/eau (10:3:2.5, v/v/v), (ii) 2 mL d’acétate d’éthyle contenant du NaCl 

saturé et 10 μl de HCl 10 M, et (iii) 2 mL d’acétate d’éthyle. Les quatre phases supérieures 

organiques ont été combinées et évaporées durant la nuit dans un évaporateur centrifuge 

(Christ RVC 2-25). Les lipides ont été resolubilisés par ajouts séquentiels de 200 et 100 µl 

de méthanol/chloroforme (2:1, v/v). Après chaque ajout, les échantillons sont vortexés (8 

secondes), soniqués (5 minutes), vortexés (15 secondes), et centrifugé (30 secondes). Les 

échantillons sont ensuite transférés dans des tubes en verre (Agilent Technologies Inc.). Le 

volume combiné de chaque échantillon a été centrifugé pendant 3 minutes puis aliquoté 

dans des tubes en verre qui sont ensuite conservés à −80 °C.  

2.6.3 Analyse LC-MS 

Les échantillons extraits sont injectés (de 5 à 6.7 μl selon le nombre de cellules au 

départ) dans un chromatographe en phase liquide à haute performance (1290 Infinity 

HPLC) couplé à un spectromètre de masse de type quadrupôle-temps de vol 6530 (Agilent 

Technologies Inc.) et équipé d’une source d’ionisation par électronébuliseur. L’élution des 

lipides s’est faite sur une colonne Zorbax Eclipse plus (C18, 2,1 mm × 100 mm, taille des 

particules : 1,8 μm, Agilent Technologies Inc.) pendant 83 minutes à une température 

constante de 40 °C dans un gradient de solvant A (acide formique 0,2% et ammonium 

formate 10 mM dans de l’eau) et B (acide formique 0,2% et ammonium formate 5 mM 

dans du MTBE, 55:35:10 [v/v/v]). L’analyse s’est faite en mode scan positif seulement. 

L’analyse des données de spectrométrie de masse a été faite via le logiciel Mass Hunter 

Qualitative Analysis version B.06 (Agilent Technologies Inc.), et avec un script 

bioinformatique maison permettant un alignement optimal des données de MS. Une liste 

de signaux MS (caractérisés par leur masse, le temps de rétention et l’intensité de signal 

corrigée) a été extraite après i) application d’un filtre pour s’affranchir des adduits, ii) 

application d’un filtre de fréquence (80% de présence dans au moins une condition) et 

normalisation de l’intensité des signaux (algorithme de type cyclicloess). En outre, 

l’imputation des données manquantes s’est faite avec l’approche k-nearest neighbor. Les 
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lipides et les chaines d’acides gras ont ensuite été identifiés par MS/MS sur tous les signaux 

d’intérêt. Les analyses statistiques ont été faites par test-t de student non pairé suivi d’une 

correction de Benjamini-Hochberg avec le programme Mass Professional Pro software 

version 12.6.1 (Agilent Technologies Inc.). 

2.7 Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés en moyenne plus ou moins l’erreur standard à la 

moyenne (standard error mean ou SEM) et comparés par un test t de Student pour la 

comparaison de 2 groupes, ou par analyse de la variance à un facteur suivi d’un post-test 

de Tukey pour la comparaison de 3 groupes. Le post-test de Tukey permet d’avoir une 

comparaison de chaque paire de groupes. Un n représente un stock de cellules différent. 

Les données ont été analysées avec le logiciel GraphPad Prism v5 (GraphPad Software) et 

les valeurs de p ≤ 0.05 sont considérées comme significatives. 
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44 
  

3 Résultats 

3.1 Les cellules endothéliales lymphatiques humaines expriment le LDLR 

Nous avons préalablement démontré que le LDLR est exprimé par les CEL de 

souris120. La première étape du projet consiste à vérifier que les CEL humaines expriment 

aussi le LDLR. Dans un premier temps, le LDLR a été détecté par immunobuvardage dans 

des CEL, des hépatocytes (HuH7) qui ont servi de contrôle positif et des cellules humaines 

de rein embryonnaire (HEK) traitées au siLDLR qui ont servi de contrôle négatif (Figure 

3.1A). Puisque l’immunobuvardage permet la détection du LDLR présent dans toute la 

cellule, nous avons regardé spécifiquement le LDLR présent à la surface de la cellule par 

cytométrie en flux sur des cellules non-perméabilisées (Figure 3.1B). De même que pour 

l’expression cellulaire totale, le LDLR est exprimé par les CEL (histogramme en rouge), 

mais à de plus faibles niveaux que dans les hépatocytes (histogramme en bleu). Les 

résultats sont exprimés en fonction de l’intensité de fluorescence moyenne. Les comptes 

cellulaires ont été automatiquement normalisés par le programme afin d’avoir des pics de 

la même hauteur. Pour confirmer les résultats obtenus par immunobuvardage et par 

cytométrie en flux, nous avons déterminé spécifiquement la localisation intracellulaire du 

LDLR en utilisant deux méthodes de fixation permettant de moduler la perméabilité 

cellulaire (Figure 3.1C et D). Le marquage intracellulaire des cellules perméabilisées avec 

du Triton X-100 indique que le LDLR est présent à proximité du noyau. Étant donné que 

son expression passe par le réticulum endoplasmique, il est probable qu’il soit dans le 

réticulum endoplasmique et/ou le Golgi. Cette hypothèse sera éventuellement étudiée en 

ajoutant un marqueur du Golgi et en observant s’il y a une colocalisation avec le LDLR. 

Dans les cellules qui n’ont pas été perméabilisées, nous observons la présence du LDLR à 

la périphérie de la cellule, soit à la membrane plasmique, tel que visualisé avec le 

programme ZEN (Zeiss).  
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Figure 3.1 Expression du LDLR sur les CEL humaines.  

(A) L’expression du LDLR a été détectée dans des lysats protéiques de CEL par 

immunobuvardage, avec des hépatocytes (HuH7) comme contrôle positif et des HEK 

traitées avec un siLDLR comme contrôle négatif. (B) L’expression membranaire du LDLR 

a été mesurée par cytométrie en flux suite à un marquage extracellulaire de CEL et de 

HuH7. Un isotype contrôle (IgG) a été utilisé pour confirmer la spécificité de l’anticorps. 

Les résultats sont exprimés en fonction de l’intensité moyenne de fluorescence (IMF). 

L’expression du LDLR a été détectée par immunofluorescence dans des CEL (C) 

perméabilisées avec du Triton X-100 ou (D) non-perméabilisées marquées avec du DAPI 

(noyau, bleu) et un anti-LDLR (rouge). 
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3.2 Les cellules endothéliales lymphatiques peuvent lier puis internaliser 

le LDL. 

Nous avons ensuite voulu déterminer si le LDLR exprimé à la surface des CEL 

pouvait exercer sa fonction principale qui est de lier et d’internaliser du LDL natif. Les 

CEL ont donc été incubées avec du LDL natif couplé à la phycoérythrine (LDL-PE) et 

lavées afin d’éliminer le LDL qui n’a pas été internalisé. Le LDL internalisé a ensuite été 

détecté par cytométrie en flux. Comme nous pouvons le constater en comparaison avec son 

contrôle, le LDL-PE est détecté à l’intérieur des cellules (Figure 3.2A). Pour déterminer si 

cette internalisation a été effectuée via la liaison au LDLR, les cellules ont été marquées 

avec un anti-LDLR. Nous observons une diminution significative du LDLR membranaire 

lorsque les cellules sont incubées avec du LDL (Figure 3.2B). Cette diminution du LDLR 

membranaire semble due à la liaison du LDL et à l’internalisation du complexe LDL-

LDLR (voir Figure 1.2A). Nous pourrons confirmer ce résultat par immunofluorescence 

en incubant le LDL fluorescent avec les CEL et en marquant ces cellules avec un anti-

LDLR afin d’observer s’ils sont internalisés en complexe. 

Figure 3.2 Internalisation de LDL natif par les CEL humaines.  

(A) L’internalisation de LDL natif fluorescent a été mesurée par cytométrie en flux après 

4 heures d’incubation avec les CEL. (B) L’expression membranaire du LDLR a été 

mesurée par cytométrie en flux après 4 heures d’incubation avec le LDL natif (n=3). Les 

résultats sont exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF). Les résultats ont été 

analysés par un test-t non pairé. *p≤0.05 
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3.3 Les cellules endothéliales lymphatiques surexpriment le LDLR en 

condition de privation de nutriments. 

Les cellules hépatiques ou extra-hépatiques comme les fibroblastes sont connues 

pour surexprimer le LDLR lorsqu’elles sont incubées avec du milieu faible en nutriments15, 

16. Nous avons donc voulu déterminer comment les CEL réagissent à ces conditions de 

privation de nutriments et nous les avons incubées avec du milieu sans suppléments et sans 

sérum fœtal bovin (fetal bovine serum ou FBS) pendant 24 heures. Ces conditions de 

privation ont déjà été testée sur la même lignée cellulaire et des taux d’apoptose d’environ 

30% ont été observés après 24 heures de privation de nutriments124. Nous n’avons pas 

mesuré le taux d’apoptose dans le cadre de cette expérience mais l’état et la viabilité des 

cellules ont été régulièrement monitorés au microscope. L’expression membranaire du 

LDLR a été mesurée par cytométrie en flux (Figure 3.3). Nous observons que les CEL 

surexpriment le LDLR et réagissent donc de la même manière que les hépatocytes et les 

fibroblastes. 
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Figure 3.3 Effet de la privation de nutriments sur l’expression du LDLR.  

L’expression membranaire du LDLR a été mesurée par cytométrie en flux après 24 heures 

d’incubation dans du milieu sans FBS (n=3). Les résultats sont exprimés en intensité 

moyenne de fluorescence (IMF). Les résultats ont été analysés par un test-t non pairé. 

***p≤0.001 

  



 

48 
  

3.4 Les CEL n’expriment pas et ne sécrètent pas de PCSK9 

Notre laboratoire a démontré qu’il y a du PCSK9 en circulation dans la lymphe de 

souris et que la fonction lymphatique est améliorée dans un modèle Pcsk9-/-120. Sa 

provenance reste toutefois inconnue. Avant d’étudier les mécanismes par lesquels le 

PCSK9 pourrait affecter la fonction lymphatique, nous avons voulu déterminer si les CEL 

expriment le PCSK9 et, le cas échéant, si elles le sécrètent. Nous avons mesurer par 

immunobuvardage la sécrétion de PCSK9 dans du surnageant de CEL concentré, du 

surnageant d’hépatocytes (HepG2) comme contrôle positif et du surnageant de HEK 

comme contrôle négatif (Figure 3.4A). On observe une bande qui apparait seulement dans 

les CEL et les HEK, mais étant donné que les HEK ne sécrètent pas du tout de PCSK9 

nous pouvons en conclure qu’il s’agit d’une bande non spécifique. Pour confirmer ces 

résultats, nous avons utilisé un test ELISA pour PCSK9 humain pour avoir une plus grande 

sensibilité (Figure 3.4B). Nous observons un signal négligeable dans le lysat et le 

surnageant de CEL, et une forte sécrétion du PCSK9 dans le surnageant d’hépatocytes 

(HuH7). L’expression du PCSK9 a aussi été mesurée par ELISA dans un lysat de CEL 

(Figure 3.4B) et nous obtenons un signal négligeable. Nous pouvons conclure à partir de 

ces résultats que les CEL n’expriment pas de PCSK9 car les niveaux détectés dans les CEL 

sont similaires à ceux des HEKs.      

 

Figure 3.4 Expression et sécrétion de PCSK9 par les CEL humaines.  

(A) La sécrétion de PCSK9 par les CEL a été mesurée dans le surnageant concentré de 

CEL, d’hépatocytes (HepG2) et de HEK par immunobuvardage (n=3). (B) L’expression 

du PCSK9 a été mesurée dans un lysat de CEL et sa sécrétion a été mesurée le surnageant 

concentré de CEL, d’hépatocytes (HepG2) et de HEK par un kit ELISA spécifique au 

PCSK9 humain (n=2). 
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3.5 L’expression du LDLR peut être modulée par le PCSK9 exogène  

Après avoir démontré que les CEL n’expriment ni ne sécrètent le PCSK9, nous 

avons incubé les CEL avec du PCSK9 purifié dans le but d’obtenir une diminution 

significative du LDLR et déterminer si le PCSK9 a un effet néfaste sur la fonction 

lymphatique, soit directement via son action sur le LDLR, soit via des effets pléiotropes. 

Nous mesurons l’expression du LDLR pour confirmer que le PCSK9 est sous sa forme 

active et qu’il est capable d’interagir avec les CEL. Lorsque les CEL sont incubées pendant 

16 heures avec du PCSK9 (6,5 µg/ml), nous observons une diminution significative du 

LDLR total (Figure 3.5A) et membranaire (Figure 3.5B). Le PCSK9 peut donc 

efficacement diminuer l’expression du LDLR au niveau protéique et nous pouvons utiliser 

ces conditions pour tester l’effet de la présence du PCSK9 sur l’endothélium lymphatique. 

 

Figure 3.5 Interaction entre du PCSK9 exogène et les CEL humaines.  

L’expression du LDLR a été détectée dans les CEL par (A) immunobuvardage et (B) 

cytométrie en flux après traitement de 16 heures avec du milieu contrôle ou 6,5 µg/ml de 

PCSK9 (n=4 et n=3 respectivement). Les résultats ont été analysés par un test-t non pairé. 

*p≤0.05 
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3.6 Le PCSK9 n’induit pas la sécrétion de cytokines proinflammatoires 

par les cellules endothéliales lymphatiques 

Il a déjà été rapporté que l’expression du PCSK9 est stimulée en condition 

inflammatoire au niveau de l’endothélium vasculaire et que sa présence induit la sécrétion 

de cytokines proinflammatoires par les cellules endothéliales et les macrophages au niveau 

d’une plaque athérosclétorique125. Ces expériences sont faites en présence de TNF-α afin 

de simuler un état inflammatoire, mais nous avons voulu déterminer si le PCSK9 induit la 

sécrétion de cytokines proinflammatoires à l’état basal. Un kit de détection par cytométrie 

en flux (Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokine Kit, BD 

Biosciences) a été utilisé pour mesurer la concentration de cytokines dans du surnageant 

de CEL après avoir été incubé pendant 16 heures avec du PCSK9 et pendant 24 heures 

avec du TNF-α (Figure 3.6). Le TNF-α a été utilisé comme contrôle positif car il est connu 

pour induire la sécrétion de cytokines126. Plusieurs cytokines incluses dans le kit n’ont pas 

été détectées et ne sont pas montrées en raison d’un signal inexistant. L’interleukine-6 (IL-

6) et l’interleukine-8 (IL-8) ont été détectées, mais le PCSK9 n’a pas induit une sécrétion 

de cytokines significativement supérieure à son contrôle. Le PCSK9 ne semble donc pas 

affecter les CEL par les mêmes mécanismes que les cellules endothéliales sanguines, mais 

il sera nécessaire de tester l’effet du PCSK9 sur un endothélium inflammé. 
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Figure 3.6 Effet du PCSK9 sur la sécrétion de cytokines inflammatoires par les CEL.  

La sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 a été mesurée par cytométrie en flux suite à un traitement de 

16 heures avec du milieu contrôle ou 16 heures avec 6,5 µg/ml de PCSK9 et 24 heures 

avec du TNF-α (n=3). Les résultats sont comparés par analyse de la variance à un facteur 

et un post-test de Tukey. ***p≤0.001 
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3.7 Le PCSK9 n’affecte pas les taux d’ARNm des marqueurs 

lymphatiques 

Maintenant que nous savons que le PCSK9 n’affecte pas les mécanismes 

inflammatoires dans les CEL, nous avons testé l’hypothèse selon laquelle la présence du 

PCSK9 pourrait affecter l’expression de protéines importantes pour l’intégrité des CEL. 

Nous avons commencé par déterminer par RT-qPCR si les niveaux d’ARNm du LDLR, 

VEGFR3, LYVE-1, PDPN, FOXC2 et PROX1 étaient affectés par les traitements (Figure 

3.7). Nos résultats suggèrent que le PCSK9 ne diminue pas l’expression de l’ARNm du 

LDLR, tel que suggéré dans la littérature dans d’autres types cellulaires127. De plus, le 

PCSK9 ne semble pas moduler les taux d’ARNm des marqueurs de cellules endothéliales 

lymphatiques, mais nous n’avons pas évaluer son effet à des concentrations plus élevées 

ou dans des temps d’incubation plus long. 

  

Figure 3.7 Effet du PCSK9 sur les taux d’ARNm des marqueurs lymphatiques. 

L’expression de l’ARNm du LDLR, VEGFR3, LYVE-1, PDPN, FOXC2 et PROX1 a été 

détectée dans les CEL par RT-qPCR suite au traitement de 16 heures avec 6,5 µg/ml de 

PCSK9 (n=3). Les résultats sont normalisés au gène rapporteur β2-microglobuline. Les 

résultats ont été analysés par un test-t non pairé.    
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3.8 Le PCSK9 n’affecte pas l’expression des marqueurs lymphatiques 

membranaires 

Même si les taux d’ARNm n’ont pas été affectés, nous avons vérifié par cytométrie 

en flux si l’expression des protéines membranaires LYVE-1, PDPN et VEGFR3 sur les 

CEL étaient modulée par du PCSK9 exogène. Nous savons que le traitement a fonctionné 

étant donné la diminution d’environ 65% de l’expression du LDLR, mais le PCSK9 n’a 

pas eu d’effet sur l’expression membranaire de LYVE-1, PDPN et VEGFR3 (Figure 3.8).  

 

Figure 3.8 Effet du PCSK9 sur l’expression de LYVE-1, PDPN et VEGFR3. 

L’expression membranaire du LDLR, du VEGFR3, de LYVE-1 et de PDPN a été mesurée 

par cytométrie en flux après un traitement de 16 heures avec 6,5 µg/ml de PCSK9 (n=3). 

Les résultats ont été analysés par un test-t non pairé. *p≤0.05 

3.9 L’expression du LDLR peut être modulée par un siARN spécifique 

Étant donné que le PCSK9 n’a pas d’effets sur l’expression des marqueurs 

lymphatiques, nous nous sommes penchés sur l’effet de la diminution spécifique du LDLR 

indépendamment de la présence du PCSK9. Nous observons une diminution d’environ 

60% de la protéine totale (Figure 3.9A) et une diminution d’environ 40% de la protéine 

membranaire (Figure 3.9B). On peut observer que les bandes pour le siCTL augmentent 

d’intensité de gauche à droite, ce qui indique que la révélation n’a pas été faite 

uniformément pour cette membrane. Il ne peut s’agir d’une différence dans la quantité de 

protéine des échantillons étant donné que les bandes de la β-actine sont toutes égales. Ce 

problème de révélation est la raison pour laquelle l’écart-type du groupe siCTL est aussi 

élevé.  
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Figure 3.9 Modulation du LDLR par des siARN spécifique.  

L’expression du LDLR a été détectée dans les CEL par (A) immunobuvardage et (B) 

cytométrie en flux suite à un traitement de 48 heures avec 25 nM de siCTL non spécifique 

ou de siLDLR (n=3). Les résultats ont été analysés par un test-t non pairé. *p≤0.05 

3.10 La diminution de l’expression du LDLR affecte les taux d’ARNm de 

VEGFR3, LYVE1 et PDPN 

Nous avons commencé par mesurer si la diminution du LDLR dans les CEL avec un 

siLDLR affecte les taux d’ARNm des marqueurs lymphatiques (Figure 3.10). Pour une 

diminution d’environ 50% de l’ARNm du LDLR, nous observons une diminution d’environ 

30% de VEGFR3, une diminution d’environ 60% de LYVE1 et une diminution d’environ 

20% de la PDPN. Les taux d’ARNm de FOXC2 et PROX1 n’ont pas été affectés.  
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Figure 3.10 Effet de la diminution du LDLR sur les taux d’ARNm de marqueurs 

lymphatiques.  

L’expression de l’ARNm du LDLR, VEGFR3, LYVE-1, PDPN, FOXC2 et PROX1 a été 

détectée dans les CEL par RT-qPCR suite aux traitements de 48 heures avec 25 nM de 

siLDLR (n=3). Les résultats ont été analysés par un test-t non pairé. *p≤0.05 et **p≤0.01 

3.11 La diminution de l’expression du LDLR diminue l’expression 

membranaire de LYVE-1 et de la PDPN 

Nous avons ensuite vérifié si la diminution de l’ARNm se traduit par une diminution de 

l’expression membranaire de LYVE-1, PDPN et VEGFR3 (Figure 3.12). Nous observons 

une diminution d’environ 25% pour LYVE-1 et d’environ 40% pour la PDPN, mais pas de 

diminution VEGFR3. Nous n’avons pas mesuré l’expression de FOXC2 et de Prox1 par 

cytométrie en flux car ce ne sont pas des protéines membranaires. 
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Figure 3.11 Effet de la diminution du LDLR par siARN sur l’expression 

membranaire de LYVE-1, PDPN et VEGFR3.  

L’expression protéique du LDLR, du VEGFR3, de LYVE-1 et de PDPN a été mesurée par 

cytométrie en flux suite au traitement de 48 heures avec 25 nM de siLDLR (n=3). Les 

résultats ont été analysés par un test-t non pairé. **=p≤0.01 

3.12 Une diminution du LDLR membranaire réduit la quantité 

intracellulaire de différents sous-types de lipides. 

Étant donné que nous observons une diminution de Lyve-1 et de la PDPN qui sont deux 

marqueurs membranaires, nous nous sommes intéressés aux mécanismes par lesquels le 

LDLR pourrait affecter l’intégrité de la membrane. Nous avons donc entrepris une étude 

exploratoire par une analyse lipidomique non-ciblée sur des cellules traitées au siLDLR 

afin de déterminer si la diminution du LDLR pourrait affecter la quantité de lipides 

intracellulaires. L’avantage de cette approche est qu’elle permet une analyse de tous les 

lipides sans à priori en une seule analyse141. Les cellules ont été cultivées dans des pétris 

de verre pour limiter la contamination de polymères et ont été traitées pendant 48 heures 

avec 25 nM de siLDLR. Les résultats sont d’abord représentés sous forme d’une analyse 

en composantes principales (Figure 3.12A) afin d’évaluer de manière globale si le profil 

lipidomique affecte différentiellement nos deux groupes. Dans le cas présent, nous 

observons clairement une séparation entre le groupe siCTL (rouge) et le groupe siLDLR 

(bleu), ce qui indique un profil lipidique différent entre les deux conditions. Les 2139 

entités détectées sont représentées sous forme de volcano plot (Figure 3.12B) qui permet 

d’observer les changements relatifs les plus discriminants entre les conditions siLDLR et 

Intensité moyenne de fluorescence  
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siCTL sur la base du ratio d’augmentation ou diminution (en abscisse) et de la valeur de P 

(en ordonnée). Sur la base des critères de sélection suivants : valeur de P ≤ 0.01 et un ratio 

de changement de 1,25, nous observons que 80 sigaux de spectrométrie de masse ont été 

modulés à la baisse (carrés bleus) dans le groupe siLDLR. Parmi les 80 signaux qui sont 

significativement différents après le traitement, on a identifié avec exactitude par MS/MS 

12 lipides pour lesquels les résultats sont compilés dans un tableau (Figure 3.12C). Parmi 

ce nombre il y avait 5 lipides qui étaient diminués et qui sont des lipides pouvant jouer un 

rôle important au niveau de la membrane plasmique : 2 phosphatidylcholines 

(PC(18:2_22:6) et PC(16:1_18:2)), 1 sphingomyéline (SM(d18:1/21:0)) et 2 céramides 

(Cer(d18:1/22:0) et Cer(d18:1/23:0)). Le ratio de changement pour chaque lipide est 

indiqué dans le tableau. Nous observons donc que la diminution de l’expression du LDLR 

module les taux de lipides intracellulaires dont certains sont connues pour être impliqués 

dans le maintien de l’intégrité de la membrane plasmique. Afin de confirmer ces résultats, 

il sera nécessaire de mesurer spécifiquement l’effet de la diminution du LDLR sur les 

lipides présents dans des échantillons de membranes isolées de CEL.     
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Figure 3.12 Effet de la diminution du LDLR par siARN sur les taux de lipides 

intracellulaires des CEL.  

Les lipides intracellulaires ont été détectés et quantifiés par LC/MS-QTOF suite au 

traitement de 48 heures avec 25 nM de siLDLR (n=9). Les résultats sont présentés par (A) 

analyse en composante principale (siLDLR en bleu et siCTL en rouge) et par (B) volcano 

plot avec le ratio de changement en Log2 en abscisse et la valeur de p en -log10 en ordonné. 

(C) Les lipides d’intérêts, les plus discriminants et identifiés par MS/MS, sont compilés 

dans un tableau selon leur type. Les données ont été analysées par un test t de student non 

pairé suivi d’une correction de Benjamini-Hochberg. 

Type Lipides 
Variation après traitement (ratio de 

changement) 

Phosphatidylcholines 
PC(18:2_22:6) Diminution (1,28) 

PC(16:1_18:2) Diminution (1,28) 

Sphingomyélines SM(d18:1/21:0) Diminution (1,35) 

Céramides 
Cer(d18:1/22:0) Diminution (1,31) 

Cer(d18:1/23:0) Diminution (1,29) 

Triglycérides 

TG(15:0_16:0_14:0) Diminution (1,35) 

TG(14:0_16:0_16:0) Diminution (1,36) 

TG(16:0_18:0_14:0) Diminution (1,37) 

TG(16:0_16:0_18:0) Diminution (1,35) 

TG(16:0_16:0_18:1) iso2 Diminution (1,27) 

Ester de cholestérol 
CE 16:0 Diminution (2,81) 

CE 18:1 Diminution (3,43) 

A B 

C 

Log2 (Ratio de changement) 

-log10(valeur p) 
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4 Discussion 

 La recherche des dernières décennies a permis le développement de nouvelles 

thérapies visant à prévenir les maladies cardiovasculaires dans les patients prédisposés et 

traiter les patients atteints. Bien que plusieurs thérapies aient efficacement permis de 

réduire les taux de mortalité qui y sont associés, les maladies cardiovasculaires demeurent 

à ce jour la première cause de mortalité dans les pays développés. Nos projets s’inscrivent 

dans une démarche à long terme qui a pour but de développer des outils basés sur 

l’évaluation de la fonction lymphatique pour permettre de prévenir l’athérosclérose chez 

des sujets pour lesquels aucun facteur de risque apparent n’est présent. Dans le cadre de ce 

projet, nous avons démontré que CEL humaines expriment le LDLR et qu’il est capable 

d’exercer sa fonction principale qui est de lier et d’internaliser le LDL. Nous montrons 

aussi que les CEL n’expriment pas et ne sécrètent pas de PCSK9, mais qu’elles sont 

sensibles au PCSK9 exogène. Le PCSK9 n’a pas affecté la sécrétion de cytokines 

inflammatoires ou l’expression des marqueurs lymphatiques, tandis que le siLDLR a 

significativement diminué l’expression membranaire de LYVE-1 et PDPN. Nous avons 

aussi observé que la diminution de l’expression du LDLR a entrainé une diminution des 

taux de lipides intracellulaires. 

4.1 L’expression du LDLR dans les CEL 

Dans le but de tester nos hypothèses et d’évaluer l’effet spécifique de la modulation 

de l’expression du LDLR sur la fonction lymphatique, nous avons commencé par mesurer 

l’expression du LDLR sur les CEL humaines. Nous avons détecté le LDLR à l’intérieur et 

à la surface de la cellule et c’est à partir de ces observations que les hypothèses déjà émises 

et celles à suivre deviennent plausibles. Tout d’abord, il a déjà été décrit que l’expression 

de la protéine passe par le réticulum endoplasmique et le golgi128. Ceci implique que les 

CEL peuvent elles aussi être affectées par la mutation du LDLR qui engendre un défaut 

dans le transport de la protéine entre le RE et le golgi128.  
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4.2 Potentielles interactions entre le LDLR des CEL et les lipoprotéines 

présentes dans la lymphe 

4.2.1 Interactions entre le LDLR et le HDL 

Nos résultats indiquent que les CEL humaines expriment du LDLR à leur surface 

et qu’il peut exercer sa fonction de récepteur qui est de lier et d’internaliser du LDL natif. 

Cette fonction ouvre la porte à la possibilité d’interactions avec d’autres lipoprotéines, 

notamment le HDL. Nous savons que les taux de HDL dans la lymphe sont beaucoup plus 

élevés que ceux du LDL et il a déjà été démontré que le LDLR peut interagir avec le HDL 

via l’apoE129, 130. Des effets physiologiques de cette interaction ont été démontrés dans des 

modèles de souris Ldlr-/- dans lesquels une diminution significative de l’internalisation de 

HDL par le foie a été observée131. Cette diminution serait due à l’absence de LDLR et serait 

indépendante de l’expression du récepteur classique du HDL (SR-B1) sur les hépatocytes. 

Dans le même ordre d’idées, il a été démontré que les concentrations de HDL contenant de 

l’apoE diminuaient dans un modèle Pcsk9-/- qui surexpriment le LDLR132. Le métabolisme 

du HDL dépend donc en partie du LDLR. Il serait alors pertinent d’étudier si l’interaction 

entre le HDL et le LDLR serait nécessaire au maintien d’une fonction lymphatique. À ce 

propos, il a déjà été décrit que l’apoA-1 (l’apolipoprotéine principale du HDL) a des effets 

protecteurs sur la fonction lymphatique en condition d’athérosclérose133. Ces effets 

protecteurs ont été étudiés dans un modèle de souris athérosclérotique (Ldlr-/- sur une diète 

riche en cholestérol) dans lequel un traitement avec de l’apoA-1 pendant 6 semaines a 

réduit l’augmentation de la perméabilité des vaisseaux collecteurs et la quantité de lipides 

accumulés dans l’aorte, et a restauré le transport cellulaire par le système lymphatique. Il 

s’agirait donc d’évaluer si une absence ou une dysfonction du LDLR dans les vaisseaux 

lymphatiques empêcheraient une interaction avec les particules de HDL qui serait 

bénéfique pour les cellules lymphatiques. Le HDL lymphatique a une forme discoïdale et 

est fortement chargé en cholestérol, contrairement au HDL plasmatique qui en contient 

moins et qui a une forme sphérique. Le défi serait donc de pouvoir obtenir la bonne forme 

de HDL à injecter dans ces souris afin d’avoir des effets physiologiques représentatifs.  
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4.2.2 Interactions entre le LDLR et le LDL 

Il a été démontré que l’injection de LDL dans l’espace interstitiel à proximité des 

vaisseaux lymphatiques au niveau du diaphragme de rat a un effet bénéfique sur la fonction 

lymphatique134. Le LDL a induit une nette amélioration de la fonction lymphatique en 

augmentant la fréquence des contractions des vaisseaux (+126% par rapport au contrôle). 

Ce résultat est pertinent dans le cadre de ce projet pour deux raisons. En omettant le fait 

que les taux de LDL sont très faibles dans la lymphe, cette étude vient appuyer notre 

hypothèse selon laquelle le LDLR aurait un rôle spécifique à jouer dans la fonction 

lymphatique. Par contre, l’expression du LDLR ou son interaction avec le LDL n’ont pas 

été abordés dans cette étude et il sera donc nécessaire de tester notre hypothèse in vivo. La 

deuxième raison est que cette étude a montré une amélioration de la capacité de contraction 

et nous savons que non seulement la dysfonction lymphatique en condition 

d’athérosclérose survient au niveau des vaisseaux collecteurs, mais aussi que le fait 

d’améliorer la capacité contractile de ces vaisseaux réduit la progression de 

l’athérosclérose103. De ce fait, cette étude appuie notre hypothèse selon laquelle la 

diminution de l’expression du LDLR sur les CEL pourrait induire une perte de la capacité 

de contraction des vaisseaux collecteurs, causant ainsi l’apparition de la dysfonction 

lymphatique. Il reste toutefois à élucider les mécanismes via lesquels la perte du LDLR 

pourrait mener à cette dysfonction lymphatique. 

4.3 Mécanisme de régulation de l’expression du LDLR dans les CEL 

Puisque les cellules lymphatiques entrent en contact avec différentes lipoprotéines, 

il serait justement pertinent de se pencher sur les mécanismes qui régissent le métabolisme 

du cholestérol dans les CEL. Nos résultats suggèrent que les CEL réagissent de la même 

façon que les fibroblastes ou les hépatocytes lorsqu’elles sont incubées avec du milieu sans 

suppléments. Ces types cellulaires ont tendance à surexprimer le LDLR en condition de 

privation de nutriments et on observe cette même réponse par les CEL. Cette réponse vise 

probablement à essayer de pallier la carence en nutriments et le fait que les CEL 

surexpriment le LDLR dans cette condition suggère qu’il est important pour le bon 

fonctionnement des cellules en conditions normales. Les mécanismes moléculaires de 

l’hypercholestérolémie familiale ont été mis en lumière in vitro grâce à la culture de 
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fibroblastes provenant de patients sains et de patients atteints d’hypercholestérolémie 

familiale. Ces patients avaient une mutation dans le LDLR et leurs fibroblastes isolés 

étaient incapables de dégrader le LDL présent dans le milieu et ne réagissaient pas aux 

changements entre un milieu riche en LDL ou pauvre en LDL14. Une absence ou une 

dysfonction du LDLR sur les CEL dans des patients hypercholestérolémiques pourraient 

donc affecter les mécanismes d’homéostasie cellulaire en limitant l’apport en cholestérol 

provenant du LDL.  

4.4 PCSK9 et fonction lymphatique 

Étant donné qu’une amélioration de la fonction lymphatique est observée dans un 

modèle Pcsk9-/-, l’une de nos hypothèses est que le PCSK9 jouerait un rôle important dans 

l’apparition de la dysfonction lymphatique. Son expression est induite en condition 

d’inflammation et il est non seulement connu pour activer les voies menant à l’expression 

de cytokines pro-inflammatoires, mais aussi pour être impliqué dans l’apoptose des cellules 

endothéliales sanguines135.  

4.4.1 Origine du PCSK9 en circulation dans la lymphe 

Nous savons qu’il est peu ou pas présent dans la lymphe à l’état basal, mais il est 

détecté en assez forte quantité en condition pathologique dans les souris 

athérosclérotiques120. Nous avons déterminé qu’il n’est pas exprimé ou sécrété par les CEL 

et donc qu’il proviendrait d’ailleurs dans la circulation. Une première hypothèse serait qu’il 

y a du PCSK9 qui se retrouve dans le fluide interstitiel et qui est absorbé par les capillaires 

lymphatiques. Cette hypothèse est d’autant plus plausible dans le contexte d’une 

dysfonction lymphatique liée à l’athérosclérose étant donné que les concentrations de 

PCSK9 augmentent en conditions pathologiques136-141. De plus, nous savons que la 

dysfonction lymphatique survient au niveau des collecteurs et non pas des capillaires, ce 

qui implique que les capillaires lymphatiques pourraient absorber le PCSK9 en condition 

pathologique, indépendamment d’une dysfonction lymphatique qui serait observée au 

niveau des collecteurs. La deuxième hypothèse serait qu’il proviendrait de la circulation 

sanguine suite à une perte de l’intégrité de la jonction lymphoveineuse142, ce qui est abordé 

plus en détail dans la section 4.5.2. À cette jonction, la lymphe se déverse dans le sang, 

mais le sang ne devrait pas pouvoir se retrouver dans la lymphe, du moins en condition 
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normale. Une perte de l’intégrité de cette jonction impliquerait un retour du sang vers la 

lymphe et, se faisant, pourrait mener à l’entrée du PCSK9 dans la lymphe. Une autre 

hypothèse serait que le PCSK9 soit sécrété par les CMLym qui recouvrent la monocouche 

de cellules endothéliales dans les vaisseaux lymphatiques. En effet, même si les cellules 

endothéliales lymphatiques n’expriment pas de PCSK9, il a été démontré que les CML et 

les cellules endothéliales sanguines au niveau de l’aorte sécrètent une forme active de 

PCSK9143, 144. Cela impliquerait toutefois que le PCSK9, après avoir été sécrété par les 

CMLym, puisse traverser la monocouche de CEL pour ensuite être diffusé dans la lymphe. 

Cette hypothèse pourrait être sujette à débat étant donné les interactions entre les CML et 

les cellules endothéliales ont déjà été bien décrites dans les vaisseaux sanguins, et il a été 

relevé que la membrane basale et la limitante élastique empêchent des interactions 

physiques entre les deux types cellulaires. Il sera toutefois nécessaire de vérifier cette 

hypothèse pour les CMLym. Nous pouvons regarder par immunofluorescence si les 

CMLym des vaisseaux de souris expriment le PCSK9 dans différents modèles comme des 

WT, des Pcsk9-/- et des Ldlr-/-. Nous pouvons alors comparer entre les différents modèles 

si la variation de la concentration de PCSK9 dans la lymphe correspond à son niveau 

d’expression dans les CMLym.  

4.4.2 Interactions entre le PCSK9 et les CEL via le LDLR 

Bien que nous soupçonnions un effet du PCSK9 indépendant de son interaction 

avec le LDLR, le fait de mesurer la dégradation de son récepteur nous indique que le 

PCSK9 est sous sa forme active et que le traitement a fonctionné. Le fait que le PCSK9 

exogène réduit l’expression du LDLR dans des CEL en culture est un résultat en soi. Ce 

test a échoué dans plusieurs types cellulaires comme les fibroblastes et les cellules 

ovariennes de hamster chinois qui expriment le LDLR, mais ne montre pas de réponse au 

PCSK9. Il se pourrait donc que les cinétiques d’interactions entre le LDLR et le PCSK9 

diffèrent d’un type cellulaire à l’autre, par exemple que la constante de dissociation du 

PCSK9 soit plus élevée pour le LDLR des CEL que celui des hépatocytes.  

4.4.3 Effets de la présence du PCSK9 sur les CEL 

Après avoir déterminé que le PCSK9 exogène module l’expression du LDLR sur 

les CEL, nous avons mesuré la sécrétion de cytokines inflammatoires suite à l’incubation 
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avec du PCSK9. Nous nous attendions à une augmentation de la sécrétion de cytokines de 

la même manière que dans les cellules endothéliales sanguines, mais ce mécanisme ne 

semble pas être affecté dans les CEL. Suite à ce résultat négatif, nous nous sommes penchés 

sur l’effet du PCSK9 sur l’expression des marqueurs lymphatiques importants et sa 

présence n’a pas affecté les taux d’ARNm ni l’expression protéique de ces marqueurs. 

Nous n’avons donc, pour le moment, aucun indice qui nous permette de croire que la 

dysfonction lymphatique observée dans le modèle Ldlr-/-;hApoB+/+ est due à 

l’augmentation du PCSK9 en circulation dans la lymphe, ou que l’amélioration de la 

fonction dans le modèle Pcsk9-/- serait due à l’absence du PCSK9. À noter toutefois que 

ces expériences ont été faites dans des conditions physiologiques en absence de stress 

comme l’inflammation et une seule dose de PCSK9 a été utilisée pour les expériences 

présentées. Nous pourrions donc tester l’effet du PCSK9 en condition pathologique en 

évaluant l’effet de doses croissantes de PCSK9 sur un endothélium inflammé. Pour ce faire, 

nous pouvons simuler un phénotype inflammatoire en incubant les CEL avec du TNF-α145. 

Nous pouvons ensuite ajouter le PCSK9 et mesurer la sécrétion de cytokines, les taux 

d’apoptose et les niveaux d’expression des marqueurs lymphatiques.  

4.5 Effet de la diminution du LDLR sur l’expression de marqueurs 

lymphatiques 

Étant donné que nous n’observons pas d’effet direct du PCSK9 sur l’intégrité des 

CEL, nous nous sommes concentrés sur la diminution spécifique de l’ARN du LDLR. Avec 

le traitement au siLDLR, nous observons une diminution de la quantité d’ARNm et de 

protéines pour LYVE-1 et podoplanine, et une diminution de la quantité d’ARNm de 

VEGFR3 sans toutefois observer de changement dans la protéine. Il sera toutefois 

nécessaire d’évaluer si des traitements à des concentrations plus élevées ou des temps 

d’incubation plus longs auraient des effets sur l’expression du VEGFR3. 

4.5.1 LYVE-1 

LYVE-1 est exprimé dans les capillaires lymphatiques et joue un rôle important 

dans l’entrée des leucocytes par intravasation dans le système lymphatique. Les capillaires 

lymphatiques sont généralement caractérisés par des jonctions de type bouton146 et il 
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s’avère que l’intravasation de leucocytes comme les cellules dendritiques nécessite l’envoi 

de signaux intracellulaires afin d’induire un déboutonnement de ces jonctions. Une 

diminution de l’expression de LYVE-1 sur les capillaires lymphatiques pourrait réduire les 

interactions entre les CEL et l’acide hyaluronique présent sur les cellules dendritiques, ce 

qui va limiter l’entrée de cellules immunitaires dans le système lymphatique et affecter la 

réaction immunitaire en condition pathologique. Il a été démontré in vitro sur une 

monocouche de CEL que de l’acide hyaluronique purifié, le ligand de LYVE-1, active la 

voie de signalisation des tyrosines kinases et mène à la phosphorylation de la VE-cadhérine 

et à son internalisation, ce qui va diminuer la rigidité des jonctions endothéliales et 

augmenter la perméabilité cellulaire147. Étant donné qu’il est exprimé dans les cellules 

endothéliales des capillaires lymphatiques, il serait logique d’émettre l’hypothèse que la 

diminution de LYVE-1 induite par la diminution du LDLR affecterait l’absorption de 

liquide interstitiel. Toutefois, lorsque la fonction lymphatique a été évaluée dans des souris 

Ldlr-/-;hApoB100+/+ comparativement à des souris Pcsk9-/-, il n’y avait pas de défaut dans 

l’expression de LYVE-1 sur les vaisseaux capillaires et leur capacité d’absorption. LYVE-

1 est aussi impliqué dans la lymphangiogénèse110 et jouerait un rôle structural148. Nous 

suspectons que la diminution de LYVE-1 pourrait être le résultat d’une dysfonction 

lymphatique généralisé causant une perte de l’intégrité des cellules endothéliales, autant 

dans les capillaires que les collecteurs.  

4.5.2 PDPN 

Bien qu’elle soit majoritairement étudiée durant le développement, il n’en demeure 

pas moins qu’il s’agit d’une protéine transmembranaire fortement exprimée dans les 

vaisseaux collecteurs et une diminution significative de son expression pourrait affecter 

l’intégrité structurale des vaisseaux. De plus, grâce à son interaction avec le CLEC-2 

exprimé sur les plaquettes, elle permet la séparation efficace entre le système lymphatique 

et le système sanguin au niveau de la veine sous-clavière (endroit où la lymphe se déverse 

dans le sang) afin d’empêcher un retour du sang dans la lymphe149, 150. L’intégrité de cette 

jonction lymphoveineuse est cruciale durant le développement et la perte de l’intégrité de 

ce site mène à l’apparition d’œdème et un retour anormal du sang dans le système 

lymphatique142. Ceci nous ramène à l’hypothèse selon laquelle le PCSK9 dans la lymphe 
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proviendrait d’une dysfonction de la jonction lymphoveineuse qui, à présent, est plus 

plausible. Nous pouvons tester cette hypothèse in vitro en mesurant le niveau d’adhésion 

plaquettaire sur les CEL suite au traitement au siLDLR. Nous nous attendons à ce qu’il y 

ait une moins bonne adhésion des plaquettes à cause de la diminution de l’expression de la 

PDPN. La PDPN joue aussi un rôle important dans la migration et la formation de 

vaisseaux et des défauts dans la formation de tubes capillaires, l’adhésion et la migration 

cellulaire ont été observés chez des souris Pdpn-/-. 

4.5.3 VEGFR3 

Nous n’avons pas observé de diminution de la protéine pour le VEGFR3 malgré 

une diminution significative de son ARNm lorsque les CEL étaient traitées au siLDLR. 

Étant le récepteur de facteur de croissance des cellules endothéliales lymphatiques, son 

expression doit être étroitement régulée151. Les traitements au siLDLR se font dans du 

milieu supplémenté afin d’éviter la mort des cellules après 48 heures, ce qui implique que 

les cellules sont constamment en contact avec les facteurs de croissance. Il se pourrait qu’il 

s’agisse d’un mécanisme de compensation des cellules qui les poussent à maintenir une 

expression constante et un recyclage intracellulaire maintenu tant qu’il y a des nutriments. 

Il faut aussi tenir compte du fait qu’un changement dans l’ARNm ne se traduit pas 

nécessairement par un changement dans l’expression de la protéine, et ce à cause de 

plusieurs composantes intracellulaires. La traduction d’un ARNm en protéine peut varier 

en fonction de la séquence de l’ARNm, de la présence et de la liaison d’éléments non-

codants et en fonction des mécanismes de régulation post-traductionnels152-154. La synthèse 

de protéine peut aussi varier en fonction du temps et il est possible d’observer un délai 

entre les changements en ARNm et la quantité de protéines produites et une fois produites, 

les taux de protéine peuvent être modulés par le protéasome et des mécanismes 

d’autophagie155, 156. Il s’agit de mécanismes de régulation assez complexe à contrôler in 

vitro étant donné que les cellules ont une durée de vie très limitée et que les traitements 

risquent de perdre leur efficacité au-delà des temps d’incubation recommandés par la 

compagnie. 
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4.5.4 FOXC2 et Prox1 

Nous n’avons pas observé de changement dans les taux d’ARNm de FOXC2 et de 

Prox1 lorsque les CEL étaient traitées au siLDLR. FOXC2 est principalement retrouvé au 

niveau des valves des vaisseaux collecteurs et l’étude de son expression est plus pertinente 

in vivo. Il a d’ailleurs été démontré que l’expression de FOXC2 sur les CEL des vaisseaux 

collecteurs diminue dans des souris Ldlr-/- sur une diète riche en cholestérol (qui ont 

développé de l’athérosclérose) et qu’un traitement visant à maintenir et améliorer la 

fonction lymphatique permet de prévenir cette diminution de FOXC2103. Son expression 

reste donc un paramètre pertinent à mesurer dans le cadre de l’apparition de la dysfonction 

lymphatique. Bien que son expression soit donc rarement étudiée in vitro, des études ont 

été faites dans des CEL en culture dans lesquelles ses mécanismes de phosphorylation ont 

été étudiés. Des sites de phosphorylation ont été identifiés sur FOXC2 et la perte de 

phosphorylation à ces sites affecte les mécanismes de transcription des CEL en perturbant 

l’expression d’une multitude de gènes. Les gènes étudiés dans le cadre de ce projet ne 

figurent pas dans cette liste. On retrouve toutefois des gènes qui codent pour des protéines 

impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (cyclines A1, A2, B2, E2, cyclin-

dependent kinase 1, wee1-like protein kinase et kinesin family member 11). Nous pourrions 

donc étudier les domaines phosphorylés et les mécanismes par lesquels ils régulent la 

transcription et le cycle cellulaire dans les CEL. Nous pouvons vérifier cette hypothèse par 

un test de cytométrie en flux qui permet de mesurer la quantité de cellules dans chaque 

phase du cycle cellulaire. Un protocole déjà bien établi dans la littérature consiste à incuber 

les cellules avec de l’iodure de propidium qui est une molécule fluorescente qui se lie à 

l’ADN, et les niveaux de fluorescence permettent de différencier les différentes phases du 

cycle cellulaire (S, G1 et G2/M)157. En parallèle, il faudrait mesurer les niveaux des 

protéines comme les cyclines A1, A2, B2 et E2 qui régulent le cycle cellulaire. Quant à 

Prox1, il est principalement étudié à l’étape de la différentiation durant le développement, 

mais aussi dans la régulation du cycle cellulaire des CEL158. Bien que son expression ne 

soit pas affectée, l’hypothèse du cycle cellulaire sera tout de même étudiée avec la méthode 

décrite précédemment. 
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4.6 Effet de la diminution du LDLR sur les taux de lipides intracellulaires 

Nous remarquons que le siLDLR affecte l’expression de protéines membranaires et 

nous nous sommes penchés sur le lien qu’il pourrait y avoir entre la diminution du LDLR, 

l’expression de marqueurs membranaires et les taux de lipides intracellulaires. Il est 

possible que l’expression de Lyve-1 et de la podoplanine ne soit pas directement affectée 

par la diminution du LDLR, mais plutôt indirectement par la diminution des lipides causée 

par l’absence du LDLR. L’effet du PCSK9 sur ces lipides n’a pas été évalué étant donné 

qu’il n’a pas eu d’effet sur les marqueurs lymphatiques membranaires. Parmi tous les 

lipides détectés qui ont diminués suite au traitement au siLDLR, nous sommes intéressés 

aux phosphatidylcholines, aux sphingomyélines et aux céramides qui peuvent tous être des 

composants importants de la membrane plasmique.  

4.6.1 Les phosphatidylcholines 

Les phosphatidylcholines sont des lipides qui comptent pour environ 40% des 

phospholipides dans les cellules159. Leur importance dans le maintien de l’intégrité des 

membranes a été démontrée in vivo chez des souris dans lesquelles la voie qui mène à leur 

synthèse a été bloquée. Étant donné que les ratios de lipides membranaires 

(phosphatidylcholines sur phosphatidyléthanolamines) ont été perturbés, ces souris ont 

développé une insuffisance hépatique causée par une perte de l’intégrité de la membrane 

des cellules du foie160. Cette étude a montré l’importance de réguler les ratios de lipides 

membranaires et une diminution des phosphatidylcholines pourraient fortement affecter 

l’intégrité structurale de la membrane plasmique de la cellule et des organites. En plus des 

effets néfastes sur l’intégrité structurale des cellules, une altération de la quantité de 

phosphatidylcholines peut affecter les processus normaux de prolifération et de viabilité 

cellulaire. Par exemple, une forte diminution de la quantité de phosphatidylcholines peut 

mener à la mort cellulaire161. Il faut aussi savoir que les phosphatidylcholines peuvent être 

clivés par la phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC)159. Bien qu’elle n’ait 

pas été étudié dans les CEL, la PC-PLC est exprimé dans les cellules endothéliales 

sanguines et sa suppression empêche le fonctionnement normal des voies de signalisation 

d’apoptose162.  
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4.6.2 Les sphingomyélines et les céramides 

Les sphingomyélines sont des lipides membranaires qui participent au maintien de 

la rigidité de la bicouche lipidique et les céramides sont un produit du clivage des 

sphingomyélines par l’acide sphingomyélinase163. Les céramides peuvent aussi être 

synthétisés de novo164 et, bien que moins abondants que les phosphatidylcholines, les 

céramides sont aussi des composants de la membrane plasmique165. Les sphingomyélines 

sont un sous-type de lipides de la famille des sphingolipides qui sont plus abondants dans 

les radeaux lipidiques que le reste de la membrane plasmique166, 167 et il a été rapporté que 

le LDLR est détecté spécifiquement dans les radeaux lipidiques168. Les radeaux lipidiques 

sont des domaines de la membrane caractérisés par une grande proportion de cholestérol 

et de phospholipides saturés169. Ils sont reconnus pour être impliqués dans plusieurs 

processus biologiques de la membrane tels que l’acheminement des protéines, 

l’internalisation et la transduction de signaux intracellulaires170, 171. La diminution de la 

quantité de sphingomyélines pourrait donc non seulement affecter l’intégrité de la 

membrane plasmique en perturbant la composition des radeaux lipidiques, mais aussi 

affecter tous les processus régit par ces domaines spécialisés. Étant donné que les 

céramides sont dérivées des sphingomyélines, il est logique d’observer une diminution de 

leur quantité. Les céramides sont importants pour la stabilité de la bicouche lipidique172 et 

ils participent à la régulation de la prolifération cellulaire en induisant l’apoptose en 

condition normale173, 174



   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 5 : Conclusion et perspectives 

  



 

71 
  

5.1 Conclusion 

Basé sur une étude qui a démontré que des souris Ldlr-/-;hApoB100+/+ développent 

une dysfonction lymphatique tandis que des souris Pcsk9-/- ont une fonction lymphatique 

améliorée, ce projet vise à étudier les mécanismes par lesquels l’expression du LDLR ou 

la présence de PCSK9 pourraient affecter la fonction lymphatique. Ces résultats 

préliminaires nous ont permis de trouver des pistes à suivre pour élucider les mécanismes 

par lesquels l’absence du LDLR sur les vaisseaux lymphatiques collecteurs induit une 

dysfonction lymphatique. Nous savons désormais que la diminution de l’ARNm du LDLR 

des cellules endothéliales lymphatiques affecte l’expression de marqueurs lymphatiques 

importants (LYVE-1 et PDPN). Étant fortement exprimés dans les vaisseaux lymphatiques, 

la diminution de l’expression de ces deux marqueurs pourrait mener à la perte de l’intégrité 

de l’endothélium lymphatique. Une diminution de l’expression de la PDPN pourrait aussi 

limiter les interactions entre les plaquettes et les CEL et mener à la perturbation de la 

jonction lymphoveineuse. Nous avons aussi montré que la diminution du LDLR affecte les 

taux de lipides qui sont impliqués dans plusieurs mécanismes cellulaires, tels que la 

prolifération et l’apoptose, et dans la composition des membranes cellulaires. Globalement, 

ces résultats nous portent à croire que la dysfonction lymphatique observée en absence du 

LDLR pourrait être causée par une perturbation des membranes plasmiques et des 

processus normaux des CEL. 

5.2 Perspectives 

5.2.1 Expériences in vitro à compléter 

Bien que ce projet nous ait permis d’obtenir des résultats intéressants et des pistes 

pour comprendre la dysfonction lymphatique induite par l’absence du LDLR, il reste 

beaucoup d’hypothèses à confirmer. Nous devons tout d’abord confirmer par 

immunofluorescence que le LDLR et le Golgi sont colocalisés, et que le LDLR et le LDL 

sont internalisés en complexe suite à leur liaison. Il serait aussi pertinent d’observer par 

cytométrie en flux les effets du PCSK9 et du siLDLR sur les mécanismes d’apoptoses des 

CEL et, en parallèle, de mesurer l’expression de protéines pro-apoptotiques (Bax et 

caspase-3) et anti-apoptotiques (Bcl-2)135. Nous avons fait des tests préliminaires avec du 
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PCSK9 et nous n’avons pas observé de changement dans les taux d’apoptose. Il faudrait 

aussi tester l’effet du PCSK9 et du siLDLR sur le cycle cellulaire et sur l’expression des 

protéines qui le régulent (par ex. les cyclines A1, A2, B2 et E2). Pour le moment, nous 

avons travaillé avec une dose minimale de PCSK9 qui induit une diminution significative 

du LDLR. Or, pour simuler une condition pathologique, il serait non seulement pertinent 

de tester de plus hautes doses de PCSK9, mais aussi de tester l’effet du traitement sur un 

endothélium inflammé. Nous allons donc commencer par traiter les CEL avec du TNF-α 

pour induire un phénotype inflammatoire145 puis incuber les cellules avec des doses 

croissantes de PCSK9. 

On note que les marqueurs lymphatiques dont l’expression a diminué suite au 

traitement au siLDLR, soit LYVE-1 et PDPN, sont deux protéines transmembranaires. Il 

serait intéressant de tester si le LDLR interagit physiquement avec ces protéines à l’aide 

d’un test de co-immunoprécipitation. Ce test permet de déceler les interactions protéine-

protéine et serait donc adéquat dans ce contexte. Le fait que seules les protéines 

membranaires sont affectées peut nous amener à penser qu’il pourrait y avoir des effets 

directs sur la structure de la membrane. Grâce à l’approche de lipidomique non-ciblée, nous 

savons que plusieurs lipides sont modulés à la baisse suite au traitement au siLDLR. Ces 

résultats indiquent que la diminution de l’expression du LDLR pourrait affecter la structure 

membranaire. Toutefois, afin de tirer des conclusions claires, nous allons spécifiquement 

mesurer les lipides membranaires d’extraits contenant uniquement des membranes isolées 

de CEL. En cas de diminution des lipides membranaires, nous allons spécifiquement nous 

intéresser aux radeaux lipidiques qui sont des domaines de la membrane caractérisés par 

une grande proportion de cholestérol et de phospholipides saturés169. Ces domaines sont 

reconnus pour être impliqués dans plusieurs processus biologiques de la membrane tels 

que l’acheminent de protéines, l’internalisation et la transduction de signaux 

intracellulaires170, 171. Nous allons détecter ces radeaux par immunofluorescence en 

incubant les cellules avec un anticorps spécifique à la flotiline, une protéine enrichie dans 

les radeaux lipidiques, et évaluer s’il y a une colocalisation du LDLR dans ces domaines. 

Nous allons aussi déterminer si un traitement au siLDLR affecte l’intégrité des radeaux 

lipidiques en utilisant comme contrôle la methyl-β-cyclodextrine, un agent qui perturbe les 

radeaux lipidiques.  
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5.2.2 Expériences in vivo à venir 

Les expériences in vivo seront menées dans un modèle de souris Pcsk9-/- dans lequel 

nous injectons un adénovirus qui bloque spécifiquement l’expression du LDLR dans les 

cellules endothéliales lymphatiques. Avec ce modèle, nous pouvons évaluer 

spécifiquement l’effet de la diminution du LDLR sur la fonction lymphatique sans 

interférer avec le reste de la périphérie. Étant donné qu’il n’y a pas de PCSK9 en circulation 

dans ce modèle, il nous permettra de confirmer que la dysfonction lymphatique est due 

uniquement à l’absence du LDLR. Les méthodes in vivo sont déjà bien mises au point dans 

notre laboratoire et nous pouvons efficacement mesurer le transport lymphatique, la 

perméabilité des vaisseaux, la capacité d’absorption des capillaires, la capacité de 

contractions des collecteurs et le contenu de la lymphe. Il a déjà été démontré que la 

perméabilité des vaisseaux lymphatiques augmentait dans des souris Ldlr-/-;hApoB100+/+ 

et que la fréquence de contractions des vaisseaux lymphatiques diminuait, sans toutefois 

observer de changement dans l’absorption de la lymphe par les capillaires lymphatiques. 

Nous pensons donc que la diminution du LDLR dans notre modèle Pcsk9-/- va augmenter 

la perméabilité et induire une fuite des vaisseaux lymphatiques sans nécessairement 

affecter la capacité d’absorption des capillaires. Par contre, nous devrions observer une 

diminution de la fréquence des contractions des vaisseaux collecteurs et, en cas de résultats 

positifs, nous pouvons nous pencher sur les mécanismes d’action possibles, par exemple 

en mesurant l’expression des marqueurs lymphatiques comme LYVE-1, VEGFR3, PDPN, 

Prox1 et FOXC2 comme nous l’avons fait in vitro. Nous allons surtout nous concentrer sur 

le VEGFR3 et ses mécanismes de signalisation via le VEGFC qui sont impliqués dans les 

contractions des vaisseaux collecteurs.  

5.2.3 Projet clinique et perspectives thérapeutiques 

Les résultats inclus dans ce mémoire combinés à nos publications antérieures 

suggèrent qu’une absence ou une dysfonction du LDLR, comme c’est le cas chez la 

majorité des patients atteints d’hypercholestérolémie familiale, pourrait être la cause d’une 

dysfonction lymphatique. Des mutations dans le LDLR favoriseraient donc l’apparition et 

la progression de l’athérosclérose en perturbant le métabolisme du cholestérol et la fonction 

lymphatique. Nous pouvons même, à partir des résultats obtenus chez la souris, extrapoler 
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et émettre l’hypothèse que cette dysfonction lymphatique survient avant l’accumulation de 

cholestérol dans la périphérie, ce qui impliquerait que cette dysfonction serait l’un des 

premiers signes de l’apparition de l’athérosclérose. Ces hypothèses sont actuellement à 

l’étude dans notre laboratoire.   
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