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Indice de masse corporelle

Intégration site

Immobilized pH gradient

Insulin resistance

Dlactalbumine

Elactoglobuline

Lecithincholesterol acyltransferase

Liquid chromatography mass spectrometry

Low Density Lipoprotein

Low Density Lipoprotein Receptor
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Lf:
Lf-R :
LOX1:
Lp:
LPL:
LRP1:
LSP:
LSR:
LTQ:
m/v :
m/z :
MAPK :
MEGF7 :
MNT :
MTP :

Lactoferrine

Récepteur de la lactoferrine

Lectin like oxidized LDL receptor

Lipid peroxidase

Lipoprotein lipase

Low-density lipoprotein recepterelated protein 1
Protéines de lactosérum

Lipolysis stimulated receptor

Linear Trap Quadripole

masse par volume

Masse par charge

Mitogenactivated protein kinase

Multiple epidermal growth factetype repeat containing protein 7
Maladies non transmissibles

Microsomal triglyceride transfer protein

NCEP ATP Il : National Cholesterol Education Prograrhird Adult Treatment Panel Il

NIHES :
OMS:
PAGE:
PAS :
PBS:
PI3K :
PITC:
PL:
PM:
PMSF :
PP3:
PTC:
PTH :
PVDF :
RAP :
RIPA :
RME-2 :

RT-PCR :

National Institute of Health Sciences
Organisation Mondiale de la Santé
Polyacrylamide gel electrophoresis

Periodic acid Schiff

Phosphate buffer saline

Phosphoinositide 3 kinase

Phénylisothiocyanate

Phospholipides

Protéines de membrane hépatique

Fluorure de phénylméthylsulfonyle

ComposanB des protéosgseptones ou lactophorine
Phénylthiocarbamyl

Phénylthiohydantoine

Fluorure de polyvinylidéne

Receptor associated protein

Tampon pour dosage paadioimmunoprecipitation
Receptomediated endocytosi

Reverse transcription polymerase chain reaction
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SDS: Sodium dodecyl sulfate

SIM : Secondary ion mass

SORL: Sortilin-related receptor

SORLA : Sortilin-related receptor with Aype repeats

SPE: Extraction en phase solide

SR: Scavenger receptors

SRA: Récepteurs de la classe A

SRCR: Scavenger Receptor CysteiRe&h domain

STM:: Tampons contenant du saccharakeTris et du magnesium

T: Rapport (en %) de la masse de acrylamide + bisacrylamide sur le volume de
gel

T2D : Diabete de type 2

TBST : Tris-Buffered Saline with Tween 20

TCA: Acide trichloroacétique

TFA : Acide trifluoroacétique

TG Triglycérides

TJ: Tight junctiong(jonctions serrées)

TNF : Tumor necrosis factor

Tris : Tris(hydroxyméthyl)aminométhane

uma: Unité de masse atomique

A Volume par volume

VLDL : Very Low Density Lipoproteins

VLDL-R: Very Low Density Lipoprotein Receptor

WC : Waist circumference (tour de taille)

Wg : Winglesgsans ailes)

WHO : World Health Organization
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1. Métabolisme lipidique

1.1 Dérégulation dumétabolisme lipidique et mortalité

Les lipides apportés par lI'alimentation jouent un rdle essentiel en raison de I'apport
erergétiquequ’ils représentent et de leunsmbreuses fonctions biologiques ou structurales.
Cependant, des concentrations anormales de lipides dans le plasma sanguin conduisent a des
pathologies telles que I'obésité, le diabete, certaines maladies cardiovasonla@gesore des
maladies mentales et des cancers (Mu&dypez 1996). Selon I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS données consultables sur le site www.who.int), en 2005, 17,1 millions de
personnes étaientoncernées pared problemes notoires de santé publique liés a une
dérégulation du métabolisme lipidique qui représient 29% des cas de mortalité dans le
monde.

Le syndrome métabolique ligu déséquilibre lipidiqgue se caractéressentiellemenpar
une hyperinsulinémieune dyslipidémie, une Ipgrtension chronique avec un risque élevé
d’athérosclérose (Ramachandrat al, 2001). Desétudes épidémiologiques sur des
populations spécifiques exposées a ces risques sont donc primordiales afin de contréler au
mieux les problemes de santé publiqus &ax déséquilibres lipidiques (Last, 1988).
Les probléemes d'obésité, d’hypertension, de taux de cholestérol excessif ou encore les
complications liées au tabagisme ou a l'alcoolisme sont parmi les facteurs de risques de

mortalité les plus fréquen{Sableau 1).

Tableau 1: Les dix principauxfacteurs de risque responsables de décés prématurés

Pays développés Pays en développement
1 Tabagisme Insuffisance pondérale
2 Hypertension Rapports sexuels non protégés
3 Alcool Insalubrité dd’eau
4 Cholestérol Air/fumées toxiques
5 Surpoids Carence en zinc
6 Faible consommation de fruits et légumes | Carence en fer
7 Manque d’activité physique Carence en vitaming&
8 Usage de drogues illicites Hypertension
9 Rapports sexuels noprotégés Tabagisme
10 | Carence en fer Cholestérol

(Source http://www.who.int/whr/2002/en/whr02_en.pdf
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Un modele de transition épidémiologique a été introduit il y a une quarantaine
d’années (Omran, 1971 pour illustrer I'évolution du profil épidémiologiquau cous du
temps et le fait que les maladies contagieuses sont peu a peu remplacées par les maladies non
transmissibleYMNT) en ce qui concerne les principales causes de décés, dapayes

développés mais aussi progressivement, dans les pays en développement

Le premierrapport sur la situation mondiale des maladies non transmissibles a été
publié en Avril 2011 par IOMS. Il confirme que les maladies non transmissibles sont
devenuesd premiére cause de déces dans le monde. En 2008, selon ce B&ppari)lions
de personnes sont décédées d’affections telles que les cardiopathies, les accidents vasculaires
cérébraux, les pneumopathies chroniques, les cancers et le diabéete. PMsdie®@3 déces
sont survenus dans les pays a revenu faible ou moyen. Les maladiessascdiaires sont
responsables de la plupart des déces par MNT, a savoir 17 millions de personnes chaque
année elles sont suivies par le cancer (7,6 millions), letadias respiratoires (4,2 millions)
et le diabéte (1,3 million). Ces quatre groupes de maladies représentent prés de 80% de
'ensemble des déces par MNT et ont en commun quatre facteurs de: lsqaleagisme, la

sédentarité, 'usage nocif de 'alcool, une alimentation déséquilibrée.

Les MNT ont été responsables de 63% de la mortalité mondiale en 2008. Cela
equivaut a 36 millions de personnes et prés de 80% de cessdétasirvenus dans des pays
a revenu faible ou moyen, ce qua a I'encontre desdées recues selon lesquelles ces
affections seraient principalement un probléme de pays riches. Faute de mesures, on prévoit
gue I'épidémie des MNT tuera 52 millions de personnes en 2030.

1.2 Syndromes liés au dysfonctionnement du métabolisme lipidique

Les physiopathologies du métabolisme lipidique se traduisent la plupart du temps par
des dysfonctionnementsu métabolisme des lipoprotéines, qui engemdoa probléme de
transport ou de stockage des lipides. Ces perturbations, telles que I'obésité et les
dyslipidémies, constituent un facteur de risques pour les maladies cardiovascobaimnes
I'athérosclérose.

L’ensemble de ces facteurs de risques ajoatda résistance a linsulinet
I'hypertriglycéridémie a été appelé « syndrome métabolique ».
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La définition du syndrome métabolique a évolué fortement depuis les années 1990,
suite au travail de différents groupes internationaux qui ont établi degsniérmettant la
définition et le diagnostic de ce syndrome définition clinique des syndromes varie
légerement selon legroupes de travaicomme indiqué dans le Tableau 2. Ainsi, I'ONts
WHO) donne pour critere obligatoirement requis un diagnostic de diabéte de type 2, avec une
perte de tolérance au glucoseinsulinorésistance laquele doivents’ajouterau moins deux
des quatrecriteres suivants une obésitécentrale(définie par le rapportaille/hanche ou
'l ndice de MisseCorporelle (IMC), une dyslipidémie (taux de gtycérides— TG — éleve
et/ou de high density lipoproteins HDL — faible), une pression sanguine élevée et une
dysfonction rénal€Tableau 2)L'EGIR (European Group for the Study of Insulin Resistance
a basé sa définitiosur l'insulinorésistance, le taux d’insuline a jeun et le taux de glucose a
jeun plutét que sur les valeurs de tolérance au glucose, comme critére central. Ddgsus, 2
criteres suivantdoivent étre retrouvés : obésité centrale, taux de&l€@ ou @ HDL faible,
glucose plasmatique aprés 2 h a jeun et pression artérielle élevée (TableaiNaonal
Cholesterol Education Program Adult Treatment Palle(NCERATP IllI) ne pose pas de
critére obligatoire, mais considéere que 3 des 5 criteres ssivdoivent étre satisfaits
anomalie des taux de glucose a jeun, obésité abdonuééiee par la circonférence de la
taille, taux élevé derTG plasmatiques, taux insuffisant de HDL, pression sanguine élevée
(Tableau 2) Enfin, d'aprés la définition établie en 2005 par la Fédération Internationale du
Diabete (IDF), le ctere obligatoire est une obésdéntrale (circonférence de taille précisée
suivant les spécificités ethniques IMC > 30 kg/m) qui doit étre complété par au mei2
des4 symptdomes suivantsanomalies des taux de glucose plasmatitmex élevé de TG
plasmatiquestaux insuffisant de HDL. pression sanguine élevée (Tableau 2)

21



Tableau 2: Définitions cliniques du syndrome métabolique selon les différents organismes

Symptomes

Critere obligatoire

Autres critéres

Obésité

Hyperglycémie

Dyslipidémie
TG
ou HDL
Homme
Femme

Pression artérielle

Dysfonction rénale:

OMS (WHO) 1999 EGIR 1999

Résistance a
l'insuline (IGF*T2D
ou autre évidence)

Hyperinsulinénmie
(insuline plasmatique
>75%)

Résistance a
I'insuline ou diabéte

Hyperinsulinémie
plus 2 des 4 critéres

plus 2 des 5 critéres  suivants
suivants
Rapport Circonférence
taille/hanches dela taille
>0.90 (M) . FP O
> 0.85(F) . FP )
(Résistance a (Résistance a
linsuline déja linsuline déja
requise) requise)
. PPRO / . PPRO /
< 0.9 mmol/L < 1.0 mmol/L
< 1.0 mmol/L < 1.0 mmol/L
. PP+J . PP+J

vitesse d’excrétion

de TDOEXRQLGIH - -
min ou rapport

albumine/créatine >

30mg/g

NCEP-ATP Il 2005

Aucun

3 des 5 critéres
suivants

Circonférence

de la taille
. FP O
. FP )

Glucose a jeun
. PJ G/

. PPRO /

< 1.03 mmol/L
< 1.29 mmol/L

. PP+J

IDF 2011

Obésité centrale

Obésité, plus 2 des 4
critéres suivants

Circonférence
de la taille

. FP O
. FP )

Glucose a jeun
. PJ G/

. PPRO /

< 1.03 mmol/L*
< 1.29 mmol/L*

. PP+J

Abréviations World Health Organization: WHO ; European Group for study of Insulin Resiste
EGIR, National Cholesterol Education Prograrhird Adult Treatment Panel: NCEP ; ATP I
Triglycérides: TG, High Density Cholesterol: HDL, International Diabetes Federation: IDF,T2D:
2 diabetes, IR: insulin resistance, Waist Circumference: WC, impaired glucose tolerance/in

fasting glucose: IGT/IFG ,
* . ou traitement spécifique, ** : valeurs pour les populations européennes, (valeurs variables suivant
les ethnies d'origine)

Tableau de synthése élaboré d’apres les indications disponibles dans Alberti, 2005 et comrr
spécifique pour I'IDFhttp://www.idf.org/webdata/docs/IDF_Meta_def _final.pdf

Par ailleurs, les différents types d’hyperlipidémipeuvent étre précisén fonction

des lipoprotéines concernées et du type de déficience (Tableau 3)
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Tableau 3: Les différents types d’hyperlipidémie les déficiences associées et leurs conséquences

Syndrome

Déficiences

Conséquences

Type |

(Déficit familial en LPL,
hyperchylomicronémie
familiale)

(a) Déficit en LPL;

(b) Production anormale de
LPL;

(c) Déficit en apodl

Clairancelentedes chylomicronstaux
réduitsdeLDL et de HDL. Traitement par
régime pauvre en lipides et riche en glucide
complexes. Pas de risque accru de maladie
coronariennes

U7

[92)

Hypercholestérolémie
familiale

Hyperlipoproginémie de
type I1A

4 classes dmutations
entrainant deséficiencesdu
récepteur LDL

Réductionde la clairance des LDL conduisant
a I'hypercholestérolémie, ehtrainant te
I'‘athérosclérose et demladies
coronarienng

Typelll
(dysbéalipoprotéinémie
familiale ; « broad beta
disease» ; Déficience en
apolipoprotéine E)

Le plus souvent, défaut de
clairance des remnants
hépatiques due a la déficience
en apoE les patients
n'expriment que l'isoforme
apoE2 qui n’interagit que
faiblement avec le récepteur
apoE

Cause de xanthaoes, d’hypercholestérolémie
et dathérosclérose dans les artéres coronai
et périphériques en raison degeaux élevés
de chylomicrons et VLDL

Fréquemment associé diabéte de type Il

Type IV_ L Production élevée de VLDL non insulinedépendant I'obésitéa
(hVP?”r'g'yce”dem'e associés l'intolérance au I’ alcoolisme owa I'administation d'hormones
familiale) glucose et hyperinsulinémie | progestativestaux de cholestérol élevé en
raison de la quantité élevée \deDL

. Chylomicrons et VLDL élevés,| Hypertriglycéridémieet hypercholestérolémie

Type V Familial . R
cause encormconnue avec diminution deLDL et HDL

Hyperalphdipoprotéinémie

familiale de type Il

Augmentation du taux deDL

Maladie rare qui est bénéfique pour la santé et
la longévité

Hyperbetalipopratinémie
familiale de type Il

Augmentation de la productio
de LDL et clairance retardée

desTriglycérideset ces acides
gras

Fortement associée a un risque accru de
maladiecoronarienne

ApoB défectueuse pour la
fixation de ligands
(familial)

2 mutations différentes: GIn
pour Arg (acides aminés 3500,
ou Cys pour Arg (acides
aminés 3531), chacune
condusanta une affinité faible
des LDL pour lerécepteur

LDL

Augmentatiortrés important@u taux de
LDL; aucun effet sur letauxdeHDL, VLDL
ou de triglycérideplasmatiquesgause
d’hypercholestérolémie dealadies
coronarienng
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Déficience familiale en
LCAT

« Maladie de Norumou
Fishreye disease

Absence de LCAT condsant
a l'incapacité deslDL a
transporter leholestérol
(transport inverse du
cholestérol)

Diminution du taux de esters de cholestérol
plasmatiques et dgsolécithine;VLDL et

LDL anormales (LpX) ; opacités de la
cornée, déficiences rénales

Maladie de Wolman
(stockage des esters de
cholestérols

Défautencholesteryl ester
hydrolase affecte le
métabolisme des LDL

Réductionde la clairance des LDL conduisamt
a I'hypercholestérolémie, ce qui entraine dep
maladies des artéres coronaires et de
|"athérosclérose

Déficience en« heparin-
releasable hepatic
triglyceride lipase»

Déficit en lipase conduisaat
l'accumulation de HDL riches
Triglycérideset enremnantsie
VLDL (IDL)

Provoque desganthones et s maladies
coronariennes

Abetalipoprotéinémie
(acanthocytose, syndrome
de BasseiKornzweig)

Défaut de I'expressiod’apoB
entrainant 'absence de
chylomicrons, VLDL et LDL

Maladie rare malabsorption des graisses,
rétinite pigmentaire,taxie neuropathique,
hématis en oursins

Hypobédalipoprotéinémie
familiale

Au moins 20 mutations
identifiees dans le géne de
I'apoB, taux de LDL a 10-
20% de la normale, taux de
VLDL légérement inférieur a
la normale etaux d’'HDL
normal

Pathologie Iégere ou inexistante

Maladie de Tangier

Réductiondesconcentrations
enHDL, aucun effet sur la
production dechylomicrons ou
desVLDL

Tendance a hypgiglycéridémie avec
augmentation degLDL; amygdales
hypetrophiéesavec une apparence orange

Sourceshttp://themedicalbiochemistrypage.org/lipoproteins.html#uptake

Abréviations: Lecithin-cholesterol acyltransferase : LCAT, lipoprotein lipase: LPL, apojmot&po,

lipid peroxidase, lipoprotein¢ Lp-X.

1.2.1 Dyslipidémie

On parle de dyslipidémie lorsque les taux de cholestérol total, de TG et de

cholestérol lié aux lipoprotéines de type low density lipoprdledi) sont élevés et le taux

de cholestérol lié aux lipoprotéines de type high density lipoprgkddi) est bas (Swan,

1999). Ce désordre serait d0 a des fonctionnements anormaux de certains récepteurs

membranaires de lipoprotéines (Steinberg & Witztum, 1999), & un faible catabolisme des

particules riches en TG, aul'inverse, a un catabolisme accru des HGhiynget al, 2003)
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Les perturbations des activités des enzymes lipolytiques et des protéines de transport de
lipides contribuent a augmenter lastigpidémie Antikainenet al, 1993). En outre, ceHlel

est généralement associée au diabete : en effet, 90% des patients diabétiques présentent
également une mauvaise absorption des lipides par l'intestin et (EdgeCampagnat al,

2000).

X L’hypertriglycéridémie est la forme la plus fréquentéhyperlipidémie
observée chez les patients ayant un diabéte de type 2 (Durrington, 1995 ;
Malmstrémet al, 1997). L’hypertriglycéridémie est caractérisée par une forte
proportion de particules de type very low density lipoprofeicDL) ou de
type chylomicrons (CM) riches en TG, associée a des lipoprotéines de type
intermediate density lipoprotef{iDL) et parune forte proportion de particules
de LDL athérogénes de faibtkametre (dénommés small derdel ; Tan et
al., 1995 ; Lamarchet al, 1997 ; Duell, 1999 ; Tushuizen et,a2005). Or,
une teneur en TG plasmatiques supérieure & 10 mng®|A13 mg.dr})
engendreun risque important de développer une maladie cardiovasculaire
(Criqui et al, 1993 ;Alberti et al, 2006). Plusieurs études effectuées sur des
milliers de patients ont conclu gu’une élévation du taux de TG de 1 mmol/L
(0,0113 mg.dl), sans modification du taux de HDL, augmente de 32% le
risque de maladiesardiovasculairexhez les hommes et d&% chez les
femmes (Hokanson & Austin, 1996). L'augmentation des particules riches en
TG a également pour effet d’augmenter la viscosité plasmatique, le taux de
molécules inflammatoires comme I'apolipopiogXa), d’'altérer la fibrinolyse
et d’augmenter la prothrombose (Criqui et, dl993; Hokanson & Austin,

1996 ; Hodis et a) 1999 ; Koschinsky & Marcovina, 2004).

X L’hypercholestérolémie est seent liée a un facteur héréditaire (Kardiaal.,
2003). En présence de l'allelel du gene codant pour I'apoprotéine E, on
observe une forte proportion deDL-cholestérol plasmatiqualors qu’en
présence de l'allele2 Hetteproportion est faible (Davignon et.all988). Une
augmentation du cholestérol plasmatique total de 5,2 a 6,2 mmol/L (soit de 200
a 240 mg/dL) augmente par 3 le risque de mort par maladie cardiovasculaire
(Stamleret al, 2000). L’augmentation du taux d®L induit une altération

des cellules endothéliales de la paroi artérielle (Hennig & Chow, 1988) et
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génere des processus inflammatoires (Ross, 1999). L'oxydation des particules
de LDL-cholestérol provoque la migration des monocytes de la circulation
sangine vers les Iésions par chimiotactisme et les monocytes se différencient
en macrophages (Regnstroet al, 1992). Les cellules spumeuses générées
par 'accumulation de lipides dans les macrophages forment alors des plaques
d’athéromes dans lesquelles s’accumulent les cristaux de cholestérol (Libby,
2003). Un infarctus du myocarde peut enssé@groduire lors de la rupture des

plaques en cas d’'ischémie.

1.2.2 L'obésité et ses conséquences

L’'obésité peut étre définie comme I'accumulation anoerde lipides dans les
tissus adipeux ou comme une distribution régionale excessive de lipides dans I'organisme, ce
qui entraine des probléemes de santé (Bray & Gray, 1988). L'obésité est considérée
actuellement comme une maladlielle est la conséquence fdeteurs héréditairemais aussi
du comportement alimentaire des personeesle la sédentarité. Au niveau mondial, le
surpoids est le sixieme facteur de risque de contracter une maladie plus grave (Friedman,
2000). L'évolution du pourcentage d’obéses dans différents pays du mongessshtéen
Figure 1
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Figure 1.
Evolution du pourcentage d’individus obéses dans différents pays du mondees taux présentés
sont les taux d’'obésité chez les hommekes femmede 1564 ans(données normalisées en fonction
de I'age et du sexe)
(Source http://www.oecd.org/els /healthpoliciesanddata/4971642Y .pdf
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Les études statistiques montreutentre 1988 et 1994, 59,4% des hommes et 50,7%
des femmes étaient en surpoaisobésesux EtatsUnis (NIHES: The National Institute of
Health Science$998) et environ 15% des hommes et 25% des femmes en Europe (Epstein et

al., 1992).L’évolution de la prévalence de I'obésité en France est représenté&igurda?.

Figure 2.
Evolution de la prévalence de I'obésité en FranceCes cartesmontrent 'augmentation de la

prévalence de I'obésité et du surpoids depuis les années 1990 : la prévalence de I'obésité passe de 5 a
10% pour les hommes et de 6 a 10% pour les femmes entre 1992 et 2003. La France compte ainsi 3,6
millions d'adultes de moins de 65 ans obéses en 2003. Quant au surpoids, il touche toujours beaucoup
plus les hommes (35%) que les femmes (21%). En revanche, les femmes obeses sont aujourd'hui plus
nombreuses que les femmes en-gmids. Les couleurs indiquent le pourcentage d’individus obéses,
comme mdiqué au bas de la figureS¢urce Enquétes Santé, InsetnseePremiere N°1123 février

2007, _http://lwww.insee.fr/frlthemes/document.asp?ref id=ipl1123&req)id=0

L’'obésité peut entrainer des complications telles que [I'hypercholestérolémie,
'hypertension, I'hyperglycémie et constitue donc un facteur de risque d’athérosclérose
(NCEP, 2002). Indépendamment du sexe, I'obésité multiplie par 5 le risque de développer un
diabéte de type 2 (ou diabétgras» non insulinodépendant), et donc le risque de contracter
au final une maladie cardiovasculaidQEPATPIII 2001 ;Chan et al, 2002). Le diabéete de
type 2 représente 90% des diabetes ; il est la cause majeure dqeanuaturée par maladie
cardiovasculaire (80% des déces suite a des complications cardiovasculaires sont associés a
un diabéte de type 2 ; WHO, 1994). D’autres complications sont liees au diabéte de type 2
(perte de la vue, amputation suite a une perteladsensibilité au niveau des pieds,
insuffisance rénale) et contribuent a augmenter la charge économiquo&let 8&e aux soins
(WHO, 1994). L'intolérance au glucose liée a la résistance a linsuline résulte en des
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concentrations élevées en glucosesdansang et conduit a une détérioration du pancréas. Le
taux élevé de TG plasmatiques contribue aussi a 'augmentation de la résistance a l'insuline et
endommage le systéme microvasculaire et donc les cellules du foie, des yeux ainsi que du
systeme nerveu La dyslipidémie athérogéene lié au taux élevé de TG est tres fréequente dans
le cas de diabete de type 2. L’accumulation de glucose sanguin induit une surproduction de
VLDL dans le foie, ainsi que de TG et d’apolipoprotéine B (apoB) associés aux VLDL, et une
baisse de la production des particules Hibbolestérol Yusuf et al, 2004).

1.2.3 Athérosclérose

L’athérosclérose est une maladie artérielle qui résulte dépdt lipidique
(essentiellement constitué de LEholestérol formant des plaques d'athérome) sur la paroi
interne des artereadrte abdominale, coronaires, artéres cérébrales, arteres de)jamskes
signes cliniques principaux de cette maladie sont I'ischémie, I'infarctus du myocarde et des
douleurs aux jambes (Isomaa et, &001; Hansel et al 2004). Le profil lipidique pro-
athérogene est associé a une dyslipidémtidiabétique 2. Il est caractérisé par de fortes
teneurs en LDLen TG associés aux DDL et par un taux faible de HDL. La Figure 3 donne
la composition des lipoprotéines athérogenes etatinérogenes du foie (Millan et 22009).

Toutes les particules athérogenes fixent une molécule d’apolipoprotéine B, alors que
'apoprotéine Al, ant-athérogéne, est le composant protéique principal des(RiQure 3)
En conséquence, le rapport entre apoB and dpoést un indicateur du risque

cardiovasculaire : plus ce rapport est élevé, plus le risque est grand (MillaBGAIL
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Figure 3.
Lipoprotéines et risque cardiovasculaire. Ce schéma illustre le fait que toutes les particules
athérogenes (VLDL, IDL ou LDL) fixent chacune une molécule d’apolipoprotéine B (apoB). Le taux
d'apoB est donc directement corrélé au taux de pasdiulpoteriellement athérogeénes.
L’apolipoprotéine Al (apoAl) est le principal composant protéique des lipoprotéines de type HDL
(anti-athérogeénes), et initie le transport inverse de cholestérol. Le rapport ApoB/ApsAdonc
indicateur du risque cardiovasculaire. Plus ce rapport @sivé, plus le risque est grarfiD’'apres
Millan et al., 2009).
Abréviations TG, triglycérides ; C, cholestérol ; + +, risqué augmenté.; risque diminué.

2. Les différentes classes de lipoprotéines

Les particules de lipoprotéines forment un complexe macromoléculaire et sont
composeées de 3 types de molécules cceur interne non polaire est constitué d’esters de
cholestérol et de TG. Il est entouré d’'un manteau formé de phospholipides, de cholestérol
libre et dapolipoprotéines (Figure)4Ces macromolécules différent les unes des autres selon
leur contenu en protéines et lipides et sont classées de maniére conventionnelle en fonction de
leurs propriétés physiques telles que la charge, la densité ou la taille des pdRiguless).

On distingue les chylomicrons, les VLDL, léDL, les IDL ou encoreles HDL. Les
lipoprotéinessontégalement classées selon leur contenu en apoprotéines situées a la surface

des particules (Tableau 4)
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Figure 4.
Schéma illustrant la structure générale des lipoprotéined.es esters de cholestérol et de TG sont
situés au cceur des lipoprotéines et recouverts par une monocouche de phospholipides. Les
apolipoprotéines sont enchassées dans la couche de phospholipides qui confére les propriétés
structurales et fonctionnellesla molécule (D’aprés Wasan et al., 2008).

Figure 5.

Schéma illustrant les différents types de lipoprotéine@’apres F.E. Thorngate & D.L. Williams
http://www.morphology.dp.ua/_dict/?wid=7)70
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Tableau 4.Propriétés physicoechimiques et compositiordes lipoprotéines plasmatiques
humaines

Propriétés physiques Propriétés chimiques
Coeur Surface Apoprotéines
Classe Taille Densité  Mobilité (%) (%)
(nm)  (g/mL) TG EC| CL PL PrincipalesAutres

CM 751200 0,93 al'origing 86 3 2 7  -ApoB Al, A-lV, C-I,
Cll, C-lll

CMR 3080 0.93m,006 slow pre| 58 - - - ApoB48 E, Al, A-lV,
-1, C-Il, C-1lI

VLDL 30-80 0,951,006 pre 55 12| 7 18 Ap@B0 E, Al A-ll,
AV, C-L, I, I

IDL 2535 1,006t,019 slow pre | 23 29 9 19 | ApocBOO E, d, C-ll,
CllI

LDL 1825 1,0191,063 6 42 8 22 | ApoB100

HDL 5412 1,0621,21 D POA-I A-ll, A-IV, B,
Clll

EC, Estes de cholestérglCL, cholestérol librePL, phospholipidesT G, triglycérides.
D’aprés Mansbach & Dowell (1995) et Raé¢al, (2008)

2.1 Les chylomicrons (CM)

Les lipides alimentaires sont absorbés par les cellules de la mugueuse intestinale. A ce
niveau, le cholestérol et les TG forment dedipales deCM avec les ap®848, apcaCl et
apoCll. Ces particules sont secrétées par la muqueuse intestinale a travers le systéme
lymphatique mésentérique vers la circulation sanguine (Wasan & Classidy, 1998). Les CM
acquiérent les esters de cholestérol des HDLagld de la« Cholesteryl Ester Transfer
Protein (CETP) » et de certaines ap®. Les apeC participent a la reconnaissance des CM
par la lipoprotéine lipase liee a I'endothélium capillaire des tissus adipeux et les muscles
squelettiques (Cahil, 2006). L’hydrolyse des TG des CM par la lipoprotéine lipase est facilitée
par le cofacteur apGll et convertit les CM e€M résiduels odremnants (CMR). Les AG
sont libérésdu cceur interne des CM et fournissent I'énergie nécessaire aux tissus extra-
hépatiques. Les CMR sont plus petits et plus riches en cholestérol que les CM. La perte de
'apo-A, le remplacement de I'ap@ par I'apeE diminue [l'affinit¢ du CMR pour la
lipoprotéine lipase. Les remnants retournent alors dans la circulation et sont captés par un
récepteur hépatique pour étre incorpodess le foie par endocytose. Le récepteur des

remnants, localisé a la surface des hépatocytes, reconnaitl’dps CMR tandis que I'apo-
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B100 est plutét un composant structural des remnants et n’est pas un site de reconnaissance
(Wasan & Classidy, 1998 ; Havel, 2010).

2.2 Les VLDL

Les particules VLDL sont riches en TG et sont surproduites lors d’'un diabete
dyslipidémique (Taskinen, 2003 ; Adietd al, 2006). L'étude de la formation et de la
surproduction des VLDL a été cruciale pour la compréhension des troubles du métabolisme
lipidique (Taskinen, 2003). La protéine microsomale de transfert (MIEPTG dans le
réticulum endoplasmique rugueux est essentielle a la sécrétion-Ril&fo(Boren et al,

1992 ;Raabeet al, 1998) et dassemblage lipidique des VLDL dans le foie (Olofsson gt al
2000 ; Olofsson & Boren, 2005) via des{MEDL primordiaux (Bostrom et gl 1988). Ces
particules de pr&LDL sont maturées par lipidation et secrétées par les cellules du réticulum
endoplasngue (Stillemark et al 2005). Uneorotéine G, le facteur ARE de ribosylation de
'ADP, est le facteuclé de la lipidation et de la transmission membranaire des VLDL du
réticulum endoplasmique vers I'appareil de Golgi, dans lequel la synthese finsMeRles

lieu (Stillemark et al 2000 ; Asp et al 2005). Les particules VLDL sont secrétgas le foie

et subissent une hydrolyse importante. Les TG sont hydrolysés par I'action combinée de la
lipoprotéine lipase (LPL) et la lipase hépatique (HL). LdDV riches en TG sont alors
convertis en IDL par la LPL. La LPL peut étre inhibée par I'@pid-(Arbeeny & Rifici,

1984 ; Ginsbergt al, 1986). Les IDL sont alors transforeséen LDL riches en cholestérol

par l'action de la CETP qui transporte les estée cholestérol (Arbeeny & Rifici, 1984).
C’est le taux d’enrichissement en cholestérol et la teneur et af@s VLDL qui sont les
facteurs orientant les VLDL vers un type particulier de récepteurs. Les particules avec une
teneur élevée en afio et en chlestérol sont métabolisées de la méme maniere que les CMR
(Arbeeny & Rifici, 1984), alors que les remnants VLDL sériquagrement dits les LDL,

sont pour la plupart éliminés par les récepteurd.Bds(Cooper et al, 1982).

2.3 Les LDL

Les particulesle LDL sont constituées d’'un cceur formé d’esters de cholestérol et de
TG entouré d’'un manteau composé de cholestérolestarifié, de phospholipides, d’apo-
B100 et parfois de petites apoprotéines telles que {@pbet I'apo-E (Lee & Alaupovic,
1974). La reconnaissance des LDL par les récepteurs LDL est modulée paBL8fo
(Lund-Katz et al, 1998). La concentration en apBa00 est directement proportionnelle a la
concentration en LDL, car chaque particule de LDL posséde une moléculeBi@potkans
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la circulation plasmatique qui participe a I'élimination des LDL du plasma (Segrest et al.
2001).

La lipolyse par action de la HL transforme les IDL en LDL de grande taille (Zambon
et al, 2003) et, associée a l'action de la CETP, conduit a I'obtention de petites particules de
LDL (Deckelbaumet al, 1984). Ces petites particules de LDL difféerent des grandes, car elles
ont un faible taux de cholestérol, estérifie ou non (Capell.et18P6 ; McNamaraet al,
1996).La CETP effectue un transfert net des esters de cholestérol depuis les HDL vers les
VLDL, et des TG depuis les VLDL vers les HDL (Colkdtal, 1999). Les VLDL jouent le

réle de réservoir d’ests de cholestérol pour les HDL.

2.4 Les HDL

Les particulesle HDL représentent un groupe de lipoprotéines ayant des proportions
de lipides et de protéines presque équivalentes. Elles sont classées sur la base de leurs
caractéristiques physiques et leur contenu en apoprotéines qui jouent un réle primordial dans
la reconnaissance des HDL par les récepteurs et dans la régulation métabolique (Eisenberg,
1984 ; Pieters et al1994;Havel & Kane, 1995; Breslow, 1995).

Le groupe majeur des apoprotéines inclut les Alpet apcAll et le groupe mineur
contient les ap@\IV, apcC, apob et apeE (Eisenberg, 1984 ; Pieters et, 41994 ; Breslow,
1995). Les HDL de classe 1 contiennent un taux élevé en phospholipides Al apo-
contraire des HDL de classe 2, ou piDL, ont une teneur plus faible en apb-et en
phospholipides. Les HDL de classe 3 riches en cholestérdiHiDL, sont les HDLsontles
plus abondantes et possédent deux apoprotéines supplémentaires a la surface externe de la
particule (Eisenberg, 1984 ; Pieters et.,all994 ; Breslow, 1995). Les HDL sont des
transporteurs de phospholipides et de cholestérol et permettent de recycler ces lipides lors du
processus deansport inverse du cholestérbb seconde fonction principale des HDL est
d’étre un éservoir d'apde et d'apeC, ces protéines contribuant a la formation des
lipoprotéines riches en TG et a I'activation de leur lipolyse.

2.5 Les IDL

Les TG des VLDL sont hydrolysé par la LPL générant ainsi les particules d’IDL
Ces IDL sont éliminées de la circulation soit par endocytose, soit par I'action de la HL et de la
CETP (Havel & Kane, 1995). Les IDL sont les précurseurs principaux des LDL athérogénes

(Soutaret al, 1982 ; Fisher et 311991 ; Cummings et al1995), mais les IDL ne sont pas les
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précurseurs directs des LDL impliqgués dans I'hyperlipidémie familiadeeffet, dans le cas
d’'une hyperlipidémie familiale, les VLDL ne subissent pas I'action des lipopretifiases
et les IDL ne sont donc pas forméémldberg 1996)

3. Les différents types d’apoprotéines

Les apoprotéines interagissent individuellement avec les particules lipidiques pour
former les lipoprotéines. Parmi les différents types d’apoprotéines connusé\l(apH, -
Alv, -B, -CI, -Cll, -Clll, -D, -E et apo(a)), 'apd8 est le composant principal dans la
formation et le métabolisme des lipoprotéines (Scanu, 1966 ; Scanu ¥¥68 ; Jackson et
al., 1974 ; Jacksoat al, 1977). Leurs fonctionde base sont la reconnaissance de récepteurs
par les particules lipoprotéiques, le transport et le métabolisme lipidique (La Rosa et al
1970 ; Havelet al, 1970 ; Cooper et al1991). Lorsque les apoprotéines s’'associent aux
particules lipidiques, elles subissent un changement conformationnel et voient leur taux
d’hélices Daugmenter, tandis que la fixation des phospholipides entraineshift x de la
fluorescenceales résidus de tryptophasddécalage de la longueur d’'onde d’émission vers des
valeurs plus faibles¥émoignant d’'un microenvironnmeent devenu plus hydrophobe (Segrest
et al, 1974). Par ailleurs, Cooper et €1991) ont montré que le dosage des apoprotéines était

plus approprié que le dosage des lipoprotéines pour la recherche de maladies coronariennes.

3.1 ApoAl

L’apo-Al est le parametre le plus adapté pour doser les HDL (Kottke.,e1 386 ;
Durrington et al, 1988 ; Cooper et al1991 ; Stampfeet al, 1991). L’'apoAl représente
environ 70% de la partie protéique des HDL (Breeteal, 1972). Elle est compés d’'une
seule chaine polypeptidique de 223 résidus d’acides aminés pour une masse moléculaire de 28
kDa. L’'apoAl active la LCAT qui est responsable de [lestérification du cholestérol
plasmatique (Breweet al, 1974). Les études de Miller (1987) ont méngjue les taux
d’ARNm de I'apeAl sont inversement proportionnels au risque de développer une maladie

coronarienne.

3.2 ApoAll

L’apo-All est la seconde apoprotéine la plus abondante, elle représente 20% de la
masse protéique totale des HDL. La fornesmatique existe a I'état de dimére constitué de

deux chaines identiques de 77idés d'acides aminésnasse moléculaire des monomeétes
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8,7 kDa) reliées par un pont disulfure (Brewetr al., 1972 ; Schonfeld et al1978 ; Tall,
1998). De nombreuses études tendent a montrer qu'une augmentation du tawdld’apo-
perturbe le transport inverse du cholest¢Barbaraset al, 1987 ; Mehrabian et al1993 ;
Castellaniet al, 1997, Tall, 1998). Une surexpression de I'apb- dans des souris
transgénique montre que les lipoprotéines deviennent de moins bons substrats pour la HL, ce
qui entraine une baisse de la vitesse d’hydrolyse des VLDL et des CM et une augmentation
des TG associés a I'hyperlidipémie (Lawrence t24108). L'apeAll est transféréees HDL
vers les VLDL, ce qui réduit l'affinité des VLDlpour les enzymes lipolytiques. La
surexpression de l'apAdl dans les souris induit une hyperlipidémie et une
hypercholestérolémie marquées, un taux plasmatique en acides gragAlbe£levé, ains
que le développement d’'une résistance a l'insuline, I'apparition de tissu adipeux et une
augmentation de l'athérosclérose (Hedratkal.; 1993 ; Warden et al1993 ; Castellani et
al.,, 1997 ; 2001; 2004). Selon Lawrence et #2008), I'hypertriglycédémie est
essentiellement une conséquence desistance a l'insuline chezsl souris surexprimant
I'apo-All.

Le dosage de I'apdll est un indicateur pour diagnostiquer des maladies telles que le
diabétes de type 2, I'athérosclérose et I'obésité abaden(Vohl et al, 1997 ; Baier et al
1998 ; Elbein et a] 1998 ;Cerneet al, 2000 ; van't Hooft et al 2001). L’'apoAll est
également impliquée dans I'hyperlipidémie familiale combinée (Allayee,2G03).

3.3 ApoB

Dansle plasma humain, I'apB-existe sous deux isoformes, I'apd8 et 'apo B100
(revues de Smith et all978et Kane et al.1995). L’apeB100 est une protéine monomérique
de masse moléculaire égale a 515 kDa, contenant 4536 résidus d’acides aminés. Elle est
synthétisée dans le foie et est nécessairkassemblage des VLDL. L'apBl00 entre
également dans la composition des I€& des LDL Apres le relargage des apo apcC, et
apokE, elle devient le principal constituant apoprotéique des LDL. Aprés hydrolyse des TG,
les particules de VLD sont converties en LDLqui sont a leur tour catabolsg®via un
processus médié par wécepteur spécifique des LDL, le LER. L'apo-B100 est le ligand
physiologique principal du LDIR (Havel, 1984). L’apd100 est nécessaire a la sécrétion
des lipoprotéines riches en TG par le foie et reste assacié particules jusqu'a leur

élimination @ la circulation sanguine (Hamilton, 1983). Un métabolisme anormal des
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lipoprotéines contenant I'apd100 génere une hyperlipidémie et augmente le risque de
maladies cardiovasculaireSghneeman et al., 1993).

Chez I'homme, 'apo-B d’origine intestinale est représentée par l'isoforme-Bf®
qui est la forme protéique majoritaire des CM et des remnants CMR.-B4®a@orrespond
approximativement a la moitié de la séquence aftenoinale @ I'apo-B100. Sa synthese
résulte ded présence d'un codon stop sur 'ARNniestinal de I'apeB (Hussainet al.,
2001). L’'apoB48 est essentielle a l'absorption intestinale des lipides alimentaires et a
'assemblage des CMKéndrick et al, 2001).

3.4 Apo-Cl

L’apo-Cl est composée de 55 résidus d'acides aminés et posséde une masse
moléculaire de 6,6 kDa (Jackson et, dl974). L’Apo<Cl active la LCAT (Hamsten et al
2005). L’association de I'apGi et des lipoprotéines riches en TG permees particules de
se lier aux récepteurs hépatigugsnget al, 1999). Le transfert de I'ap8t des HDL aux
LDL riches en TG contribue &aehrichissement en cholestérol des remnants de LDL

notamment, et au développement précoce d’athérosclérose (HamsteAGA%|

3.5 ApoCll

L’apo-Cll possede une masse moléculaire de 8,5 kDa et 78 résidus d’acides aminés
(Jacksoret al, 1977). L'apo€ll active la LPL qui hydrolyse les TG dans les particules CM.
En effet, la région carboxterminale de I'apeCll forme des hélicesDamphipathiques qui
ancrent I'apoprotéine dans la particule lipidique et qui lui permettent d’interagir avec la LPL
(Smith et al, 1980). Des personnes déficientes en @foprésententune accumulation
importante de lipoprotéines riches en TG dans le @afGatapancet al, 1979) et une
hypertriglycéridémie aiglie est observée chez les individus qui ne peuvent pas synthétiser
I'apo-CllI (Fojo & Brewer, 1991 ; Fojo et al1991).

3.6 Apo<Llli

L’apo-CllIl contient 79 résidus d’acides aminés pour une masse moléculaire de 8,7
kDa (Breweret al, 1974). L'apo€lll est le constituant protéiqgue majeur des CM riches en

TG et des VLDL. C’est un marqueur du taux de lipoprotéines riches en TG. Clépest
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produite par le foie et I'intestin. Elle inhibe I'activation de la LPL par I'aptd et donc
I'hydrolyse des TG des CM et VLDL, et au final, inhibe I'élimination de ces particules par le
foie (Ginsberg et al 1986 ; McConathy et al11992). La surexpression d’afdH se traduit

par une hypertriglycéridémie importante (Jong etk899 ; Hulthe et al 2000).

3.7 ApoE

L’apo-E est un constituant des lipoprotéines riches en TG, les CM, VLDL et HDL (Ou
et al, 1998). L’'apoE est une protéine glycosylée de 299 résidus d’acides aminés et de masse
moléculaire comprise entre 34 et 37 kDa en fonction des isoformes E2, E3 et E4 (Rall et al
1983). La fréquence des trois variants parmi la population est de 8% pour E2, 77% pour E3 et
15% pour E4 (Ou et g11998). La présence de l'alleli@ a un faible impact sur le taux de
cholestérol plasmatique tandis que la présedeelallele ¥ est responsable de son
augmentation, et particulierement de celleL@\L-cholestéro(Davignonet al, 1988 ; Ou et
al.,, 1998 ; Song et al 2004). L'apeE est impliguée dans le transport des TG, des
phospholipides, des esters de cholestérol et du cholestérol libre dans la cellule et hors de la
cellule. Elle possede une forte affinité pour le récepteur-BDIL’apo-E est considérée
comme un marqueur fort dans la prédiction du risque de contracter une maladie

cardiovasculaire (Mahley & Rall, 2000).

3.8 Apo (a)

La concentration plasmatique en apo (a) humaine est fortement corréléécuéae
de maladies coronariennes (Kostner ef 4081; Armstrong et al 1986, Rhoads et .al
1986). L’'apo (a) humaine ou simienne présente une homologie étroite avec le plasminogene
et présenteles séquences internes répétées (MacLean, €i98l7 ; Omlinsonet al, 1989).
L’'apo (a), en se liant vian ou plusieurs ponts disulfures a I'apto0, forme la lipoprotéine
(a) (Simonset al, 1970 ; Ehnholm et /1972 ; Utermann &Veber, 1983). Il existe plusieurs
formes polymorphiques d’apo (a) ayant des masses moléculaires comprises entre 419 et 838
kDa (Gaubatz et gl 1983 ; 1990). On suppose que les particules riches en cholestérol et
contenant de I'apo (a) seraient athérogenes en se fixant sur la paroi interne des vaisseaux
sanguins aux endroits ou I'endothélium est endomn{@ggmaret al, 1980 ; Vaheri et a|
1983).
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4. Les récepteurs de lipoprotéines

Dans la circulation, les lgprotéines subissent des modifications |es protéines de
transfet, d'enzymes et d'autres transporteurs cellulaires qui délivrent les lipoprotéines de leur
tissu d'origine vers d'autres sites cibles. La capture et I'épuration des lipoprotéines est ensuite

médiée par des récepteurs membranaires.

4.1 La superfamille du LDL-R

Il existe plusieurs mécanismes pour garantir I'apport adéquat de cholestérol a la cellule
et pour réaliser I'absorption du cholestérol apporté par les lipoprotéines. Tous les récepteurs
de la superfamille du LD-R procédent a I'endocytose des lipoprotéines au moyen de
vésicules recouvertes de clathrimdathrin-coated pi}, suivie d’'une dégradation lysosomale
qui libére le cholestérol pour le métabolisme cellulaire (Gagtial, 2001). La kure 6
présente les membres de la famille du ERIet leur structure. Cette famille est composée de
protéines transmembranaires partageant des motifs structuraux caractéristiques-Ru LDL
Leur domaine extracellulaire contient (enté&dminal) un domaine de liaison des ligands
(lipoprotéines contenant I'apo B100 ou lI'apo E) renfermant 7 séquences répétées de 40
résidus riches en résidus de cystéine et la séquence signatdrep®&u. Il est suivi d'un
domaine de 400 résidus ressemblant au précurseur du facteur de croiEes#ép&derme
(Epidermal Growth Factoou EGF) qui serait impliqué dans la dissociation adéegendante
des LDL et au recyclage du récepteue domaine suivant est un cluster fortement O
glycosylé, riche en résidus Ser et Thr, dont 'importdiooetionnelle n’est pas clarifiée. Le
domaine d’ancrage a la membrane relie I'extrémiter@inale au cluster -Qlycosylé. Sa
délétion entraine la sécrétion d'une forme tronquée du récepteur. Enfin, la queue
cytoplasmique est constituée de 50 résidus iqups dans l'adressage du récepteur aux

vésicules riches en clathrines et dans la transduction du signal.

38



Figure 6.
Famille desrécepteursLDL -R (adapté deWillnow et al.,2007). A: Récepteurs considérés comme
les principaux membres de la famille LIR. B: Récepteurs plus éloignés, en raison dmodule
inversé (LRP®) ou combiné& des motifs non retrouvélans les autres récepteurs.
Abréviations : APOER2, ApeE receptor 2 ; Ce, C. elegansLDLR, Low Density Lipoprotein
Receptor LRP, LDL receptorelated protein ; MEGF7, multiple epidermal growth factgpe repeat
containing protein 7; RME, receptormediated endocytos®- SORLA, sortilirrelated receptor
with Atype repeats VLDLR, very lowdensity lipoprotein receptor.

4.1.1 Low Density lipoprotein Receptor (récepteur LDL-R)

Ce récepteur est I'archétype de la superfamille desR,DiLestlocalisé dans la
membrane plasmatique des cellules cibles. C’est une glycoprotéine composée d’'une seule
chaine polypeptidique de 839 résidus d’acides aminés (récepteur humain) qui fixe les
particulesde LDL, préalablement aeur endocytose (Daly et al 1995 ; Goldstein et al
2001). C’est le régulateur de base de 'homéostasie du cholestérol. Une déficience génétique
en LDL-R résulte en I'accumulation du cholestérol circulant dans le sang associée a de
I'hypercholestérolémie familiale (Goldstein et,&001).Les autres membres de cette famille
de récepteurs démontrent d'adrréles plus éloignés de I'hoostasie du cholestérol, qui

sont présentés-ciessous.
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4.1.2 Receptomediated endocytosis (récepteur RME2)

Ce récepteur est constitdé 925 résidus d’acides aminés (Grant & Hirsh,
1999) et sa structure contient deux domaines Epik¢rmal growth factor Sudhof et al
1985). Une des fonctions du récepteur RRIEst de réaliser I'endocytose, par exemple de la
vitellogénine chez les guares, sous contrdle hormonal (Bujo et B997). Ce récepteur joue
un rble dans le transport des acides gras dans les ovocytes (Grant & Hirsh, 1999), et participe
a la formation de gouttelettes de lipides neutres dans la membrane du réticulum

endoplasmique (Let al, 2010).

4.1.3 Very low density lipoprotein receptor (récepteur VLDLR)

Le récepteur VLDER une protéine de 846 résidus d’acides aminés (Oka, et al
1994). C’est le récepteur le plus proche structuralement duR.dbnt il ne differe que par la
présence d'un "LDL typA repeat" additionnel. Cette différence entraine cependant une
spécificité différentgoour les lipoprotéinesAlors que le LDER reconnait principalement les
LDL, le VLDL-R reconnaitds lipoprotéines riches en TG et contenant de IBpmemme
les VLDL, lesIDL et les chylomicronsEn revanche, le récepteur ne recénpas les LDL
contenant uniquement I'a@®100 (Takahashi et al1992). L’expression du VLDLER est
élevée dans le muscle squelettique, cardiaque et les tissus adipeux, le cerveau, mais trés faible
dans le foie (Wyne et al1996). Son role physiologique serait de délivrer des particules riches
en TG aux tissus périphgues (Wyne et al., 1996) ou d'immobiliser ces particules a la
surface des cellules entiéliales pour faciliter I'action de la Lipoprotein Lipase (LRdt)
permettre 'apport d’AG aux tissus adjacent3 gdkahashiet al., 1995). Ce récepteur serait
égalemehimpliqué dans la transduction du signal pour le développement du cerveau (Moheb
et al., 2008)

4.1.4 Low density lipoprotein receptofrelated protein 8 (récepteur LRP8)

Ce récepteur, également connu sous l'appellatioft apoeptor 2(apoER2),
est constitué d’'une chaine polypeptidique de 782 résidus d’acides aminés (OlsoR087al
Il possede un domaine cytoplasmique riche en résidus de sérine et thréonine qui interagit avec
la mitogenactivated proteiflMAP) kinase 8 (Yasuda etl., 1999 ; Stockinger et al2000).
ChezI’'Homme, TARNm du récepteur LRP8 est retrouvé dans le cerveau, le placenta et chez
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le lapin, TARNmM a été également retrouvé au niveau des testicules et, dans un degré moindre,
au niveau des ovaires (Kim et,d1996). Le récepteur LRP8 lorsqu'il se lie a la réeline, une
protéine primordiale dans le processus de migration neuronale lors du développement du
cerveau, déclenche la phosphorylation de la protéine disal®eéB-1), un régulateuclé

dans l'activationde la réeline. Les souris déficientes en LRP8 développent une couche
anormale de neurones dans le cortex cérébral, I'hnippocampe et le cervelet (Trommsdorff et
al., 1998 ; 1999) et une incapacité d’apprentissage chez les adultes (Beffe2@3).

4.1.5 Lowdensity lipoprotein receptor+elated protein 4 (récepteur LRP4)

Le récepteur est composé de 1113 résidus d’acides aminés et possede de multiples
fonctions. Par exemple, il joue un rdle crucial dans I'ostéége en modulant la transmission
(signaing) de la protéine BMPbpne morphogenetic protein) et stimule la voie complexe
wnt (Tomita et al, 1998) [remarquele nhom Wnt (prononecgwinnt]) est la réunion de Wg
(wingless en francais « sans aile ») et Int (intégration site). Le gene wingless a été identifié en
premier lieu en tant que géene impliqué dans la morphogenése chez Drosophila melanogaster
(Rijsewijk et al, 1987) En cas de déficience en LRP4, 'embryogénéese n’est pas réalisée

correctement et affecte la formation du systeme limbique (Johnsan29GH).

4.1. 6 Lowdensity lipoprotein receptor+elated protein 1 (récepteur LRP1)

Le récepteur LRP1 faégalemenpartiede la superfamille des LDR (Willow
et al, 1994). Il se lie auxlipoprotéinesenrichies erapoE ( EVLDL), ala MAP (mitogen
activated proteinskinase, phosphoinositide 3 kinase (PI3K) et a |Extracellular signal
related kinase> (ERK) (Orr et al., 2003), a la protéine précurseur amyloide et a certains
facteurs de croissance (Boucher et2003) Le récepteur LRR anonseulement un réle de
transport endocytiqude ses ligandsmais il est aussi impligué comme-@Eepteur dansal
transduction du signdStrickland et al 2003 ; Lillis et al, 2005 ; Mayet al,, 2005).

4.1.7 Lowdensity lipoprotein receptor+elated protein 2 (récepteur LRP2) ou
mégaline

Le récepteur LRP2 est aussi appelé mégaline ou gm3ath (& Argraves
2001). Il est exprimé a la surface apicale de nombreuses cellules épithéliales et est essentiel

pour le développement du cerveau (Saito et #9094 ; Willnow et al 1996). Il estaussi
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exprimé au niveau des cellules épithéliales neuronales de I'embryon aussi bien qu’au niveau

de 'endoderme viscéral du sac vitellin (Zheng etE94 ; Willnow et al 1996).

4.1.8 Lowdensity lipoprotein receptor+elated protein suppresseur de tumeurs
(récepteur LRP1B)

Le récepteur LRP1B, de la superfamille des LRL est constitué de 4599
résidus d’'aales aminéqLiu et al, 2000). La région @erminale 32761599 est composée
d’'un domaine homologue a un précurseur de facteur de croissance épidermique riche en
résidus de cystéingi et al, 2000 ; 2001 ; Obermoeller et,a2001). Le récepteur LRP1B
altére l'invasion cellulaire par les métastases et est un candidat potentidéh puppression
des tumeurs (Liet al, 2001). Le réle précis de LRP1B dans le métabolismiditjue est
toujours en cours d’'investigation, maiesdétudesn vitro montrent que LRP1B se ligux
lipoprotéines contenant de l'apoE (HDL et VLDL), suggérquné LRP1B peutier et

internaliser es lipoprotéines (Haas et a2011).

4.1.9 Lowdensity lipoprotein receptor+elated protein 5 et 6 (récepteurs LRP5
et LPRG6)

Les récepteurs LRP5 et LRP6 sont des protéines homologues qui ont une seule
région transmembranaire (Brown et,dl998) et agissent comme @Eepteurs dans la voie
Wnt (Tamai et al 2000 ; Semenov et.al2001). Le récepteur LRP6 est exprimé de fagon
ubiquitaire pendant le développement embryonnaire (Pinson, @080). LRP6 joue un réle
dans la différenciation cellulaire lors de I'embryogénese (Brown.e1298 ; Wehrli et al
2000) tandis que LRP5 est impliqué dans le contréle du maintien de la masse osseuse, de la

cholestérolémie ou encore de la sécrétion de l'insuline (Kato, &0412).

4.1.10 Sortilinrelated receptor (récepteur LR11 ou SORL1)

Le récepteur SORL1s6rting proteinrelated receptor with Aype repeatsou
LR11 est un récepteur fortement exprimé dans le cerveau qui possede les caractéristiques
communes des récepteurs aux lipoprotéines et de la sortiline (Taira20! ;Offe et al.,
2006). Ce récepteur, exprimé plus particulierement dans les neurones du systéeme nerveux

central et périphérique (Andersen et, &005), interagit avec une protéine précursdur
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peptide E amyloide,influence son transport et régule la concentration en pegiheyloide
responsable de la maladie d’Alzheimer (Jacolesext, 2001 ; Andersen et.al005 ; 2006).

4.2 Les récepteurs éboueurs ou « scavenger receptors » (récepteurs SR)

Les récepteurs SR capturent les LDL modifiées ou oxydées (Scarselliz&i0d). lls
sont regroupés en 3 classes structur@egire 7)

Figure 7.
Structure des récepteurs « éboueurs. Ces récepteurs sont des protéines trimériques avec un
domainex« collagen-like » qui est essentiel pour la liaison du ligand. Les récepteurgpelt 11 et 111
sont génére par épissage alternatif. Les récepteurs Al &R Oont un domaine @erminal riche en
cystéines (Scavenger Receptor Cyst&litdr domain : SRCR)Les récepteurs de classe B, CD36 et
SRB1, ont deux domaines transmembranaires et d@®aines cytoplasmiques situés dans les
cavéoles. CD36 a un domaine immunodominant. La classe C consistemacrbsialire, Cl et LOX1
(CD68). La Macrosialineet ClI ont unestructure de typenucinelike qui pourrait étreimpliquéela
liaison des LDL modifiées. LGK a une structure conservée dans la famdéslectines de type C.
Toutes les protéines de la famille des récepteurs scavesgafsLOX1 sont expriméesur les
macrophages ou sur lezellules de dur lignée. LOX1 est le premier récepteur des LDL oxydées
exprimé sur ds cellules endothéliales aortiquesi@aé deMurphyet al., 2005).

Les récepteurs de la classe A {(BR présents dans les macrophages, sont des
protéines trimériques avec un domaine transmembranaire, un doméeneidal riche en
résidus cystéireeet un domaine de structure proche du cohegé&raseret al, 1993). Les
récepteurs SHA de types | et Il sont des trimeres de 220 a 250 kDa qui participent a la
capture desDL oxydées des lésions athérosclérotiques (Hiltunen e2@01) Le type Il ne

contient pas le domaine riche en résidiys. Le récepteur SRR de type Il (monomérique)
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n'a pas les résidus codés par I'exon 10 du gene des &Rest incapable de fixer les ligands
commelesLDL. Il agirait comme un régulateur négatif de l'activités SRA de type | et Il
(Hiltunenet al, 2001). Le récepteur MARCO posséde une grande structure de type collagéne
et fait partie de la classe A. Les récepteursASBnt un rble dans I'immunité innée en
facilitantla reconnaissance des pathogenes bactériens. Présents a la surface des macrophages,
ces récepteurs permettent la phagocytose des pathd@géasshoug &Gordon, 2009).

Les récepteurs de la classe B possédent 2 régions transmembranaires. Le récepteur SR
Bl est une glycoprotéine exprimée dans de nombreuses cellules hépatiques, telles que les
cellules de Kupffer et les cellules endothéliales sinusoidales hépatiques. Ce récepteur
contribue au transport des esters de cholestérol par les HDL et LDL (Acton £9%6 ;
Truonget al, 2000 ; Rhainds & Brissette, 2004). Le récepteur3BIcluster differenciation
36) présent dans les plaquettes, monocytes et macrophages, joue un rble dans I'adhésion
cellulaire lors de la phagocytose et dans le métabolisme des acides gras a longues chaines
(Kuchibhotla et al 2008).

Les récepteurs de la cks C ont une seule région transmembranaire avec une
orientation Nterminale a la surface cellulairéls possedent des domaines de types mucines,
fortement glycosylés. Le récepteur ®B des macrophages ou macrosialine a un role
inconnu, il fixe les LDL oxydées. Il en est de méme pour le récepteur LAOXGtiG like
oxidized LDL receptdrqui est exprimé par les cellules endothéliales aortiqestaet al.,

2006; Peter et gl2006).

4.3 Le récepteur des lipoprotéines stimulé par la lipolyse (récepteur LSR)

Les personnes atteintes difgrcholestérolémie familiale portedésmutations sur le
géene du réceptedrDL-R qui inhibent la fixation des LDL (Goldstein &r@wn, 1989).
Cependant, I'épuration d€3M dans le foie reste nornealUn méme constat a été obtenu pour
le lapin Watanabgmodéle animal d'’hypercholestérolémie familigdeur lequel une délétion
de 12 bases nucléotidiques du géne codant le récepteuRLE3L observée (Rubinstein et, al
1990). Ainsi, la possibilité d'unautre voie métabolique indépendante a été envisagée. En
1992, un récepteur distinct du LER. a été mis en évidence et appelé lipolysis stimulated
receptor(LSR ; Bihain & Yen., 1992, car ilest activé par la présenceA®&L suite a I'action

des lipases.
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4.3.1 Le LSR, un nouveau récepteur impliqué dans la clairance des particules
riches en TG

Les lipides d'origine alimentaire circulent dans le plasma sous forme de
chylomicrons. Lors d'un repas, la concentration de ces particules riches erogénes
augmente dans la circulation pendant cette phase-fpastiale”. La lipémie pogirandiale,
lorsque son niveau est éleve, représente un facteur important dans la distribution des lipides
parmi les différents tissus périphériquésgure §. La cemivie de ces particules lipidiques
d’origine intestinale est directement lieée a la durée de la lipémigpastiale, et I'épuration
(«clairance») de ces particules a longtemps été considérée comme survenant dans le foie
selon un processus impliquant un réceptearLSR contribue d’'une maniere significative a
I'épuration des lipides d’origine alimentaire (Yen et, &008) En effet, il présenteune
affinité accrue pour les particules lipidiques renfermantaj@B ou de BpoE riches en TG
notammat les CM(Yenet al. 1994 ; Mann et al 1995). L'expression réduite du LSR chez la
souris conduit a une prolongation de la duréeideles lipoprotéines pendant la phase -post
prandiale et par conséquent a une lipémie-pmtdiale plus élevée (Yen &k, 2008).Son
expression et son activité sont directement liées a I’'homéostasie lipidique et donc énergétique,
et la réduction de l'activité du LSR se traduit par une augmentation des lipides dans la
circulation pendant la phase pgsandiale suivie panne augmentation progressive de poids.

Le LSR représente donc une cible importante pour la régulation de la lipémpequdiale.
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Figure 8.
Représentation schématique illustrant le réle du LSR dans la capture des lipides alimentaires
sous forme de chylomicrons pendant la phase postprandialees lipides d'origine alimentaire
circulent dans le sang sous forme de chylomicrons. L’hydrolyse des chylomicrons sous I'action des
lipases libere des acides gras libres (AGL) dans le sang. Cesaéiivent alors le récepteur LSR, qui
capte ces particules lipidiques et les élimine par endocytose, participant ainsi a la régulation de la
guantité de lipides distribués aux tissus périphériques, et notamment aux tissus adipeux.
Source: YenPotin, conmunication personnelle.

4.3.2 Propriétés structurales et physicochimiques du LSR

Le genelsr, identifié aprés criblage d’'une banque d’expression, code pour une
protéine contenant plusieurs motifs indicatifs d'un récepteur de type Il : une région
transmembranaire, un motif NPGY pour I'endocytose, ainsi qu’'un nmdtEL pour
'adressge vers le cmpartiment lysosomaDes analyses par RFCR ont permis de détecter
3 transcritdssus de I'épissage alternatif d’'un seul ARN messager, codant respectivement pour
les sousaunités appelée®(68 kDa), D (63,8 kDa) et E(56 kDa)(Figure 9.
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Figure 9.
Séquences des soustités D Det E de LSR de rat.La séquence LSR de la sausité Oderat
(Rattus norvegicus) NP_116005.1 est prise com@fégence et comparée aux séquenceRdmus
unité O(EDM07692.1) et de la soumité AEDMO07693.1)Les résidus d’acides aminés représentés
en couleur bleue indiquent le ou les exons manquaten 4 pour la sousnité Det exons 4 et 5
pour la sousunité £ Le résidu ” V” (en noir) en position 256 de la sousité £ a la place du
résidu L, est d0 a I'épissage alternatifpha : sousunité D prime: sousunité D ; beta: sousunité
E
Source: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=LSR%20

Alors que la sousinité Dreprésente le produit de traduction de I'ensemble des exons
(full length), la sousunité D ne contient page motif LI-LL (excisionde I'exon 4) tandis que

la sousunité Ene contient ni ce motif ni le domaine transmembrarn(aixeisions des exons 4
et 5)(Figure 10).
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Figure 10.
Représentation schématiquedes différentes sousinités du LSR. La bcalisation des différents
domainesde la sousunité Destindiquée ainsi que les régions excisées dans les deux autres sous
unités (Yen et al., 1999)Les motifs NPGYet Di-Leu seraient impliqués dans I'endocytose, la
signature TNF Dest un site d'interaction avec les cytokines, la région chargée est un site potentiel
d’interaction entre le LSR et les lipoprotéinet la région hydrophobe pourrait étem site de fixation
pour les AG.

Le LSR est donane protéine multimérique composée de plusieurs types de sous
unités (Yen et al 1999 ; Herbsleb et al2008), dont la s&chiométrie n'est pas encore
clairement connuesarles sondes actuellement disponibles ne permettent pas de distinguer les
sousunités Det D. Des études d’immunprécipitation et de ligand blottingnt suggéré
I'existencepossible d’au moindeux types de structure quaternaitme structure trimérique
de type O & (proportion variante 41 a 46% suivant la méthodologie utilisée) et une structure
de type tétramérique de tyde & (environ31%) Les sousunitésseraientassemblées par des
ponts disulfuregYen et al, 1999).

Le récepteur LSR est principalement exprimé dans ils foais aussi dans divers
tissus tels que les testicules, les reins, les poumons, le celgemwiscle strié, le cceur,
l'intestin gréle et en faible quantité dans le tissu adip&itxain & Yen 1992 ; Herbsleb et
al., 2008).
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4.3.3 Meécanisme d’activation du LSR

Lors d’'un repas, la concentration en CM exogeéenes riches en TG augmente
pendant la phase pestandiale dans la circulation. Pendant cette phase, les CM sont
hydrolysés par le systéme lipasique et liberenpteduits d’hydrolyse (AGlnotamment) aux
différents tissus. Les AGL sont utilisés comme substrats énergétiques par les tissus
squelettiques et le muscle cardiague ou sont stockés sous forme de TG par les adipocytes
(Hofmann et al, 2007).Le LSR est activépar les AGL qui induisent un changement
conformatonnel du complexe LSR (Figure 11Mann et al, 1995). Ce changement
conformationnel, réversible, lors de la libération des AGL, a pour effet de rendre accessible
les sites de fixation des apolipoprotéimkes LSR (Mann et aJ 1995), permettant la capture
des CMR et leur élimination par endocytose. mécanisme précis de l'activation n’est

cependant pas caractérisé a I'heure actuelle

Figure 11.
Modele hypothétique de la structure du complexe LSR sous fomminactive etsous formeactivée
par la présence d'acides gras libred.a fixationd’'un AGL induit un changement conformationnel du
complexe accompagné de I'exposition d'un site de liaison spécifique pour I'apoB ou I'apoE, protéines
présentes dans les chylomicrodMafin et al. 1995). Suite a leur liaison au LSR, les lipoprotéines sont
internalisées et dégradées (D’aprés Bihain & Yen., 1998).

4.3.4 Régulation de I'expression ou de I'activité du LSR

Des concentrations physiologiques en leptin®0(hgmL™), un facteur de
satiéte, augmentent le taux de transcription du genellsxptession de la protéine LSR a la
surface des hépatocytes (Stenger et 2010) L'effet de la leptine est médié par la
phosphorylation de la protéine ERK1/2la fixation de la leptine sur son récepteur

physiologiqueObRb entraine une cascade de régulation, conduisant a la phosphorylation de la
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protéineERK1/2. Sous cette form&RK1/2 estcapable de passer dans le noyau et d’activer
la transcription du génlsr (Figure 12A Stengeret al, 2010). Cette augmentation de
'expression du LSR médiée par l'action de la leptpermettrait d’augmenter I'élimination
des lipides pendant la phase ppsindiale(Figure12B), et de contribuer a la dynamique de
distribution et d’utiliséion des lipides par les différents tissus, complémentant ainsi I'action
de la leptine en tant que facteur de satiété.

A B

Figure 12.
Effets de la leptine sur la régulation de I'expression du LSR et de la lipémie postprandial&.:
Schémaillustrant I'effet de la leptine sur la régulation de I'expression LEkteraction entre la
leptine et son récepteur, ObRb, conduit & une cascade de signalisation canonique (phosphorylation de
la protéine RK), induisant la transcription du géne letl'augmentation du niveau protéique de LSR
a la surface cellulaire, B Effet de la leptine sur la lipémie postprandial®@ans les conditions
physiologiques, l'effet de la leptine permet la clairance des lipoprotéines pendant la phase
postprandiale. Quand l'interaction entre la leptine et son récepteur ne fonctionne plus (par exemple,
pour les cas de résistance a la leptine obsech&x les obéses), I'expression protéique du LSR a la
surface cellulaire est sougptimale, conduisant a une diminution de I'efficacité de la captation des
chylomicrons, et par conséquent, a une lipémie postprandiale élevée (Stenger et al., 2010)

Cependant, une signalisation défectueuse de la leptine dans le foie (cas de résistance a
la leptine chez les sujets obeses par exempleriori et al, 2006) peut conduire a une
expression sougptimale du LSR, engendrant une lipémie gwmsindiale élege (Figure
12B), et donc a une augmentation de la distribution des lipides a la périphérie, notamment

dans les tissus adipeux, et a une augmentation de la masse grasse.
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Par ailleurs, fusieursprotéines sont capables d’inhiber I'activité IdBR et peuvent ainsi

engendrer des désordres lipidiques

X La surexpressiorde la protéine RAPréceptor associated protein) résulte en une
accumulation du cholestérol et des plasmatiques, ainsi que des particules Bpet
apoE chez les sourigWillnow et al, 1996) Il ade plus été établi que RABous forme
de protéine de fusion) inhiba fixation, la capture et la dégradation dd3L par le
récepteu,SR ce maniere doselépendanteTfoussardet al, 1995), comme l'illustre la
Figure 13. Des études de ligandlot (Troussardet al, 1995) montrent que RAP peut se
fixer sur le LSR en I'absence d’AG (forme non activée du LSR). De plus, bien que la
protéine RAP entre en compétition avec la fixation de LDL sur le récepteur active, les
LDL ne peuvent déplacer la protéine RAP fixée au LSR, suggérant que le site de fixation

de RAP sur le LSR est distinct du site de reconnaissance du composantiepaDL.

Figure 13.
Effet inhibiteur de la protéine RAP sur I'activité du LSR. A : Effet de concentrationsroissants
de protéine RARJe fusionsur I'activité LSR. Desmembrane hépatiques de rat préincubées ou non
avec 800 uM d’oléate, ont été incubées edsence dalifférentesconcentratios de protéine RARe
fusion. L'activité LSR a été suivie par la fixation'@ LDL. B: Effet de la protéine RAP sua
fixation de particules LDL sulke récepteur LSRLa fixation de particules LDL marquées sur des
membranaires d’hépatocytes de rat a été mesurée en présence de 20 ug/mL de prioisiore RAP
( 7) et ensonabsence ) (d’apres Troussaret al., 1995).

x L’apoC-lIl est une apolipoprotéine associée aux particules riches en TG, déja connue
pour jouer un réle dans la modulation des TG hépatiques (inhibiteur de lidaeses)
surexpressionde I'apdC-1ll chez des souris conduit a une hypertriglycéridémie en
retardant I'épuration des particules riches en(k&et al.,1990) D’autres études ont
par ailleurs établi quedpoClll inhibait a la fois la fixation, I'internalisation et la

dégraddon des VLDL dans desuttures primaires d’hépatocytes de rat (Mann et al
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1997 ; Figure 14), et que I'enrichissemh de particules de VLDou deCM humains

en apoClll diminuait leur fixation au LSR d’environ 40%.

Figure 14.
Effet de l'apoC-lll sur la fixation [I'internalisation et la dégradation des chylomicrons, des
VLDL, et des LDL. Des hépatocytes de rat (cultures primaires) ont été incubés 3@wamn 10
ng/mL de leptine, puis avec 20 fmgL de*™-VLDL seuls ou enrichis en apoGlll. La fixation
induite par l'oléate (A), l'internalisation (B) et la dégradation des VLDL étét ensuite déterminge
(d’'aprésMann et al., 1997)

x L’action de la lacbferrine (Lf) est bien moins connue. Des études ont montré que la
Lf injectée par voie i.va des rats retardait le métabolisme des CMR dans le foie
(Huettingeret al, 1988, entrainant une élévation du taux de TG plasmatiques durant
la phase pogprandiale. L’action de l&f se traduit par une inhibitiode la fixation
des LDL sur le LSR d’hépatocytes de, iattivé par de I'oléaten présence d'oléate
(Mannet al, 1995 ;Figure 15). La quantité d’oléate associ@elamembrane n’étant
par ailleurs pas altérée en présencéfdeeci suggere queette protéien’exerce pas

son action inhibitrice en se liant aux A8 en les soustrayant de la membrane.
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Figure 15.
Inhibition de la fixation de particules LDL sur le récepteur LSR par la lactoferrine. La fixation
de particules LDL marquées sur des préparations membranaires d’hépatocytes de rat a été mesurée
en présence de concentrations croissantes de lactofergipey en présence d'un controle?). La
quantité de particules LDL fixée aprés activation du récepteur par I'oléate,jnd&juée en
pourcentage par rappbau contrdle sans lactoferrine’@prées Mann et al., 1995

4.3.5 Autres rbles du LSR

Outre son rble dans I'homéostasie lipidique, des études récentes émanant
d’autres groupes de recherche ont permis d’'établir d’autrespéiesce récepteur. En effet,
I'équipe du PrK. Aktories a Fribourg a démontré que le récepteur E&iRle récepteur par
lequel les toxine€DT (ClostridiumDifficile Transferasg iota (Clostridium perfringeny et
CST (lostridium spiroform@ pénétrent les cellules hétes (Papatheodorou .et2@lll ;
Papatheodoroet al, 2012). Or, des souches hypervirulentes de Clostridium diffinileté
identifiees dans les pays industrialisés et engendrent des maladies nosocomiales dont la
prévalence est également une source croissante d’inquiétude pour la Santé Publique. Par
ailleurs, les travaux de Masuda et(@011) ont révélé que le domaine extracellulaire du LSR
était responsable du recrutement de la tricelluline, seul composant ramEadnnu des
jonctions serrées. Ces jonctions serrées (TJ) constituent le point de rencontre de 3 cellules
épithélialeset permettent de sceller» l'espace cellulaire. Par l'intermédiaire de la
tricelluline, ces jonctions sont responsables du fonctionnement normal de la barriere
épithéliale. Cependant, les mécanismes moléculaires de formation et de maintien des
jonctions serrées ne sont pas éluci@#sin, il a été montré que le LSR était exprimé dans des
tissus tumoraux impliqués dans le cancer ovari® gendsr a été identifie comme l'un des

30 génes marqueurs de tumeurs potentiels (Welsh, &0&l1).Le LSR serait aussi impliqué
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dans l'invasion et les mouvements cellulaires lors de cancer de la vessie (Herbsleb et al
2008).

5. La lactoferrine

5.1 Généralités et aspects structuraux

La lactoferrine (Lf) a été identifiée pour la premiére fois dans le lait bovin en 1939
(Sorensen & Sorensen, 1939). Montreuil ef(&960) ont identifié la Lf dans le lait humain et
lui ont donné le nom de lactotransferrihe. Lf est une protéine présente dans les secrétions
externes des mammiféres telles que le lait, les larmes, la salive, les secrétions séminales et
aussi dans les granules secondaires de neutrophiles. Dans le lait baViestaa I'état de
traces (de I'ordre de 0,1 m@ gelon les laits de vaches individuels; Indyk & Filonzi, 2005)
alors qu’elle se trouve a des concentratiphs élevéeslans le colostrum bovin (0,8 a 5
mg.g* ; Pakkanen & Aalto, 1997) et également dans le lait humair2(ing.g"; Hennart et
al., 1991).

La Lf est considérée comme un membre de la famille des transferrines, qui inclut
egalement les transferrines sériques et les ovotransferrines (conalbumine). Les transferrines
sont des protéines qui présentent de nombsetenologies structurales. Ce sont des
glycoprotéines formées d'une seule chaine polypeptidique comprenant de 670 a 690 résidus
d'acides aminés et dont la masse moléculaire est d'environ 80 000 Da. La séquence peptidique
de laLf des differents mammiferes présente environ 60% d'’homologie avec celles des
transferrines sériques (Baker & Baker, 2004)LE&st une protéine Hdlycosylée (composée
de 4 a 5 chaines glycanniques), monomérique et constituée de deux domaines (@oumbes
la Lf bovine, Nlobe: résidus 1333 ; Clobe: 345689) reliés par une courte chaine
polypeptidique(région 334344 de la Lf bovine)Chaque lobe se compose en outre de deux
sousdomaines qui sont appelés N1, N2,G& et C2, respectivemeffEigure 16). Dans la
lactoferrine bovine, N1 correspond aux résidud0let 251233, N2 aux résidus 9250 alors
gue C1 est composeé des résidus 38- et 593676, et C2 des résidus 4F92.La proteine
bovine est constituée de 689 résidus et elle possede 17 ponts disulfuresetPaérd®91).

La Lf bovine possede au niveau de sa structure secondaire environ 41% d’'bBéli@o de
feuillets ELes deux lobes ont une conformation similaire et leur structures primaires ont 40%

d’homologie entreelles Bakeret al., 2002 ; 2005)La Lf est hautement cationique avec un
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pH isoélectrique (pHi) théorique de 9,4. Cependant, les valeurs expérimentales varient entre
8,0 et 9,0 (Groves, 1960 ; Shimazaki ef #9093)

Figure 16.
Domaines structuraux de la lactoferrine A : Représentation schématique en mode rtftinthe de
la_structure de la Lf bovineLes fléches bleues représentent les feuill&t les hélices sont
représentées en rougeange, a I'exception de la partie de la Lf correspondant a la lactoferricine B
qui est représentéen vert (Vogel et al., 2002B : Représentation schématigue des domaines
correspondant aux lobes N1, N2, C1 et C2 de la Lf bd¥iezce et al.2009)

5.2 Glycosylation de la Lf

La Lf bovine posséde 5 sites potentiels del{¢osylation (Pierceet al., 1991)
localisés au niveau des résidus A38, Asn281, Asn368, Asn476 et Asns45 (Figure 17)
mais selon Spik et a(1994), le site As281 n’estpas totalement glycosylé. Ainsi, A81
ne seraiglycosylée gu'a 30% dans le colostrum et qu'a 15% dans le lait mature (Wei et al
2000 ; Yoshida et al2000). Cette glycosylation partielle permet de différentier deux variants
de glycosylation, L{A (84 kDa) et LfB (80 kDa), le premier possédant 5 sites glycosylés et
le second 4 sites glycosylés (Yidaet al, 2000). Coddeville et a(1992) ont montré que les

structures glycanniques étaielitférentes selon le stade de lactation. Au début de la lactation,
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les glycannes sont de type oligomannosidique, puis, dans le lait mature, les glycannes sont d
type Nacétyllactosaminique. La fonction principale des chaines glycanniques est de stabiliser
la structure de la Lf afin d’éviter la protéolyse et I'autolyse (Rossi.e2@02 ; VanVen et

al., 2004) mais elle modukussila fixation et le relargage du fer (Mooee al, 1997 ; Baker

et al, 1998).

1APRKNVRW T ISQPEWFK R RWQWRME&LG APSIVRRA FALE IRAIA EKKADAVTLD
6:LGGMVFEAGRD PYKLRPVAAE IYGTKESF}é(')I' HYYAVAVVKK GSNFQLDQLQ GRKISTGLG
12:IéSAGWIIPMG ILRPYLSWTE SLEPLQGAVA KFFSAS VP IDRQAYPNL QL KGE](-BSI(E)NQ
o A SSREPYFGYSGAFKLQ DGAGDVAFVK ETTVFENLPE KADRDQYELL 'WR%F?VD
24,:]0-\FKE HLAQV PSHAVVARSY DGKEDLIWKL LSKAQEKFJKSRSFQLFG SPPGQ?I’?OISLLF
30iDSALGFLRI PSKVDSALYL GSRYLTTLKN LRETAEEVKA RYTRVVW AV GPEEQI?IE(%Q
36\:I;VSQQSGQlVT ATASTTDD IVLVLKGEAD ALNLDGGYIY TAGKGLVPV LAENRK452§KH
42éSLD VLRPT EGYLAVAVVK KANEGLTWNS LKDKKSTA VDRTAGWNIP MGLI"GDTGS480
e AFDEFFSQS APGADPKSR LAL AGDDQGLDK VPNSK EKYYGYTGAF RLAEDVGDVIE>40
54,:]0-\FVKN IDTVWE NTNGESTADW AKNLNREDFR LWDGTRKP VTEAQSHLA VAPNHAVVSR600
6ZéDRAAHVKQV LLHQQALFGK NGKN Plggg LFKSETKNLL FNDNTE LAK LGGRPTYEEYS60
161

LGTEYVTAIA NLKK STSPL LEA AFLTR

Figure 17.
Structure primaire de la lactoferrine bovine. Les résidus deystéine impliqués dans les ponts
disulfure sont surlignés en jaune: €215, C19C36, C115-€198, C157C173, C170c181, C231,
C245, C348C380, C358=371, C405C684, C4252647,C457-C532, C48IC675, C491€505, C502
C515, C5732587, C6252630.Les sites de Mlycosylation sont en vert et soulignés (Protein Data
Bank, P24627http://www.uniprot.org/uniprot/P24637

5.3 Lafixation du fer et des anions par la Lf

La Lf a la capacité de lier deux ions’Fele facon réversible, associés a des ions
carbonates (C§ ; Baker, 1994)Les 2 lobes N et C fixent chacun un ion ferriq&egure
18).

L’ affinité de la Lf pour le fer ferriquest tres grande : sa constante de dissociation
(Kp) avec le fer sous forme Eeest d'envirorkp y 10° M (Baker & Baker, 2004)Dans le

lait mature, la Lf n’est pas totalement saturée en fer (entre 15 et 20% des molécules de Lf
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contiennent du fe; Steijns & van Hooijdonk, 2000). Le fer dans le lait est lié & d'autres
protéines (environ 14% aux protéines de la membrane des globules gras, 24% aux caseéines et
32% a des composeés solubtksfaibles masses moléculaires ; Fransson & Lonnerdal, 1983).

Il existe 3 formes de Lf selon la quantité de fer fixé : 'apoLf (absence de fer), la forme
monoferrique (un ion ferrique) et I'holoLf (deux ions ferriques). Selon la présence ou non de
fer, les structures tertiaires de I'apoLf et de I'holoLf sont diffeesr{Bakeret al, 1998). Au
sein de chaque lobe, quatre résidus sont importants pour chélater lenfegsidu cicide
aspartique (D60 dans le-lNbe; D395 dans le dobe) unrésidu dhistidine (H253 et 595,
respectivement po le N- et le Globe), et deuxésidus ddyrosine (Y92 et Y192 dans le-N
lobe et Y433 et Y526 dans lel@be). De plus, un ion carbonate participe a la fixation du fer
dans les deux lobeSfteijns & Hooijdonk 2000 ; Baker & Baker 2004).

Figure 18.
Représentation des sites de liaisatu fer situésdans lacavité du lobe N-terminal de la Lf bovine.
La numérotation des résidus est celle dlobk de la latoferrine bovine (Baker & Bake2004)

La Lf peut également fixer d’autres ions métalliques tels qdé G&&*, Mn**, Co™,
CW*, zr**... mais avec des affinités beaucoup plus faibles que celle pour le fer ferrique
(Baker, 1994). La région 141 cationique correspondant a la lactoferricine interagit
électrostatiquement avec les anions tels que les lipopolysaccharides (YamaucHi9%13)
I’ADN (Britigan et al, 2001 ; Wakabayaslet al, 2003) et les glycosaminoglycanes comme
I'héparine et la chondroitine (Shimazaki et, 41998 ; 2000)Le C-lobe a, en revanche, peu

d’affinité pources anions (environ 100 fois moinElassRochard et aJ 1995).
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5.4 Activités biologiques de la Lf

De nombreuses activités biologiques delLfaont été observées in vitrgactivités

antimicrobienne, antitumorale et immunomodulatrice ; Pietcd., 2009 ; Figure 19).

Figure 19.
Schéma représentant les réleproposés pourla Lf. Les rbles multiples de la lactoferrine sont
regroupés en secteurs : rbles anticrobiens, immunomodulateurs, ahtmoraux, ou autres comme
I'absorption du fer et la croissance osseuse (Pierce et al., 2009).

- Activité antibactérienne la Lf agit selm différents modes d’action impliquant notamment

(i) la séquestration du fer privant le milieu de culture de cet élément essentiel pour la
croissancedctivité bactériostatique (ii) I'interaction de type électrostatique de son domaine
N-terminal (résidusl7-41 correspondard la lactoferricine ; Bellamy et al1992) fortement
chargé positivement avec de nombreux constituants anioniques (par exemple, le
lipopolysaccharide de la surface des membranes des bactérie§ Guaduisant a la lyse
cellulaire @civité bactéricid¢. De plus, il a été montré que la Lf humaine possédait une
activité protéolytique de type protéase a seérine capable d’hydrolyser des facteurs de
colonisation des bactéries. Par exemple, la virulence de la bactérie Bammophilus
influenzaeest atténuée lorsque la Lf hydrolyse les protéines d’autotransport IgA1l et Hap
(Hendrixson et aJ 2003).

- Activité antivirale: la Lf interagit avec les intégrines qui permettent aux virus de pénétrer
les cellules hoétes et inhibe le virus HIV (human immunodeficiency virysle virus de

I'hépatite C et le rotavirus in vitr@Pierce et a] 2009).
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- Activité antifongique: Cette activité est liee a la propriété de la Lf de s’adsorber sur les
levures, de déstabiliser la paroi et d’induire I'apoptdeeces organismes (Legrand et al.
2008).

- Activité antiparasitaire: La Lf endommage la membrane &mtamoeba histolyticaet
inhibe la croissance de Toxoplasma ggnd@ichomonas vaginaliet Trypanosoma cruz
(Valenti & Antonini, 2005 ; Legrandt al,, 2008 ; Jenssen, 2009).

- Activité antiprion : La low-density lipoprotein receptenelated protein 1(LRP1) est un
meédiateur de I'endocytose du prion (Parkyn et al., 2008). Comme |& eRRegalement un
récepteur de surface de la Mfakayama & Takezasy2006).La Lf inhibe I'internalisatiordu
prion par compétition pour la fixation sur LRP (Iwamaralet2008).

- Activité antitumorale: La surexpression de la Lf induit I'arrét du cycle cellulaire et
l'inhibition de la prolifération. La Lf semble agir au niveau transcriptionnel en se liant sur
I’ADN, suite a son endocytose par des récepteurs spéciffieeget al, 2004,). Ainsi, la Lf
active la voie MAPK et entraine l'arrét du cycle celluladens des cellules MDAMR31
(Damiens et al 1999),

- Réponse immunomodulatricéa Lf est considérée comme un fort agent-argidant qui
empéche la peroxydation lipidigue des membranes cellulaires (Konishi, €2086). Le
mécanisme d’inhibition de la peroxydation est controlé par la Lf au niveau @ss si
d’'inflammation. Le lipopolysaccharide et le facteur de transcription-TDNfimor necrosis
factor) augmentent l'activité de phagocytose des monocytes et des macrophages. Cela a pour
conséquencéa production déspéces réactives a lI'oxygene et I'adntmison orale de Lf
améliore le statut oxydatif du foie (Konishii al, 2006). Par ailleurs, la Lf bovine agitissi
comme agent prinflammatoire en augmentant la production des splénocytes, d’interféron
IFN- J d’interleukine I:12 en réponse a une infection par le virus de I'hegtésn augment
I'efficacité du vaccin BCG Racillus CalmetteGuérin) (Hwang & Actor, 2009). La Lf
ameliore la phagocytose de Staphylococcus awetdses moisissures. La Lf bovine aide aussi
a la maturation et la diffénéiation des cellules T (Legrand et,&2005 ; Ward et al 2005 ;
Legrandet al, 2008).

- Autres activités biologiqued! a également été proposé que la bEpéde des activités anti

métastagjue (Teng et aJ 2002), antangiogénique (Pierce et.a2009), proapoptotique (de

59



la Rosa et a) 2008), de prolifération d’ostéoblastes pour la croissance osseuse (Cornish et al

2006), et une activité de facteur de transcription (Benaissa 208b).

L’affinité de la Lf pour le fer, sa résistance aux protéases digestives, la présence de
récepteurs spécifiques de L& dans les membranes plasmiques de lintestin sugggent
cette métalloprotéine puisgauer un role important dans le transport du fer, son absorption
intestinale et sa biodisponibilité. L& est commercialisée en tant que supplément alimentaire

pour ses propriétés immunostimulantes et antioxydantes.

5.5 Récepteurs de la Lf

Les fonctions biologiques de la Lf sont dépendantes de la présence de réegefateurs
Lf (Lf-R), localisés a la surface de certaines cellules, telles que les lymphocytes, hépatocytes
ou entérocytesSi certains de ces récepteurs ne sont pas spécifiques de la Lf, il semble clair a
I'heure actuelle qu’il existe au moins un récepteurcsiggle a la Lf dans lintestin gréle
humain (Suzuk& Lonnerdal, 2002).

Les principauxLf-R de tissus de mammiferes et leurs caractéristiquesiéorits ci
dessous

x Lf-R de foie: I'endocytose de la Lf bovine par les hépatocytes de foie est dépendante
du C&" (McAbee & Esbensen, 199IMcAbee et al, 2000) et le récepteur impliqué a
été identifie comme leécepteurASGP (asialoglycoproteinune protéine ayant une
activité de type lectine et contribuant a éliminer le galactose de la circulb@oété
établiqu’uneLf déglycosylée était aussi bien reconnue par différents ASGP que la Lf
non déglycosylée, montrant que la fixation de la Lf sur le récepteur se fait par un
mécanisme indépendant du galactose (McAdteal., 1998).Il a été montré oml les
cellules parenchymales de foiedignt principalement la Lyia le LRP-1, qui pourrait
conduire a une diminution da capture des lipoprotéines a dpgar le foie (Ziere et
al., 1992), méme si ce récepteur n'est pas le récepteur principal de ce type de
lipoprotéines.

x Lf-Rs intestinaux: la résistance de la Lf a I'action de la trypsine a fait soupgonner trés

tot I'existence de structures spécifiques damsdstin,capablesi’interagir avec la Lf
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et lui permettant de 8urvivre» a la digestion in vivoLa présence d’un récepteur
spécifiqgue dans l'intestin gréleumain, fixant exclusivement la Lf et délivrant son
contenu en fer a la muqueuse du duodenum détntrégoar kes études cinétiques
deHu et al. (1988 ;1990).De méme, des ERs ont été caractérisés sur la bordure en
brosse de membrane intestinale de singe Rhe®uporcelet et de lapin paes
expériences dégand-blot et par des exgiences de comgiition. Il a été également
montré qu’une proportion significative de |& fhouvait €ésistera la digestion chezl
nourisson et était retrouvée intacte dans leurs sellasproportion de Lf intacte
diminue avec I'age, suggérant qu'une plus forte proportion st éégraccelorsque

le systéeme digestif est plus mature.

Lf-R de lymphocytes la H-Lf se fixe a la surface de membranes de lymphocytes
humains ou de souris (Van Snyck and Masson, 1976). LR &kprimé suite a la
stimulation des lymphocytes par la phytohémaglutinine a été visualisé par lilgand-
(Mazurieret al., 1989) et les sites deeconnaissancsur la HLf ont été étudiés par
hydrolyse trypsique et par des agemtsdifiant ks résidugle Lysine. Le fragment
trypsique 4281 inhibe a 50% la fixation de la-H entiére, mais ni le fragment 91
257 ou le fragment @rminal 282703 ne sont reconnus, suggérant que le site de
fixation du récepteur sur la Lf est localisé dans la partterhinale (Rochard et al.,
1989).

D’autres LfR ont également été identifiés dans les plaquettes humaines (Legeugle
al., 1993 ; Nilsseet al., 1994), les cellules épithéliales de mammiféres (Rockard
al., 1992) et les macrophages (Van Snyke & Masson, 1976 ; Eda £9@r) et ont

fait 'objet de caractérisati@biochimiquesdans une moindre mesure
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6. Contexte de I'étude et objectifs du travail

Pendant la phase pgstandiale, les TG apportés par lI'alimentation circulent dans le
plasma sous forme de chylomicrons. Ces lipoprotéines riches en TG distribuent les acides
gras aux différents tissus Via systeme lipoprotéine lipase, et sont finalement éliminés de la
circulation par des récepteurs hépatiques. L'épuration hépatique des chylomicrons est une
étape déterminante pour la biodisponibilité des lipides d’origine alimentaire pour les tissus
périphériques, dans la mesure ou une lipémie postprandiale élevée est souvent associée a
I'obésité et a un risque accru de maladies cardiovasculaires.

Par ailleurs, il a été établi que la Lf, lorsqu’elle est injectée par voie i.v., augmentait la
lipémie postpandiale en inhibant I'épuration des chylomicrons remnants par le foie. Bien que
de nombreuses études aient été consacrées a l'identification de cibles potentielles de la Lf, les
mécanismes moléculaires par lesquelles elle exerce son action sur la lipémie postprandiale ne
sont pas élucidés. Le laboratoire Lipidomix développe des recherches sur I'homéostasie
lipidique et les conséquences d’'une dérégulation du métabolisme lipidique, au niveau central
comme périphérique. L'une des protéines sur lesquellendisent ces études est le
récepteur LSR, présenté au paragrapl®e Etant donné que ce récepteur est le récepteur
hépatique principal impligué dans I'épuration des lipides alimentaires, nous avons proposé
I’hypothése que ce récepteur puisse constitueeldes cibles de la LE objectif principal de
ce travail de thése était de comprendre si la Lf modulait I'activité du récepteur LSR, et si cet

effet résultait d’'une interaction avec cetiliou par régulation de son expression.

Ces études nécessitant des quantités relativement importantes de Lf pure, la premiére
partie de ce travail a consisté a mettre au point une méthode chromatographique simple pour
purifier la lactoferrine bovine a partir de lait cru. Une approche de protéolyse ménagée par la
trypsne a également été mise au point pour isoler les deux lobetsNerminaux de la Lf et
tester individuellement linteraction de ces deux domaines structuraux avec le LSR. Enfin,
une hydrolyse plus compléte a également été réalisée de facon a détermesepeptides,
issus de I'hydrolyse de la Lf, conservaient les mémes propriét@svigsdu LSR que la Lf

entiére. Ces travaux sont présentés dans le Chapitre 1.

Le Chapitre 2de cette étude présente les premiers essais de purification du récepteur
LSR a partir de cellules hépatiques de rat ainsi qu'une caractérisation biochimique

préliminaire de ce récepteur (électrophoreses maogto bidimensionnelles, étude de
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modifications postraductionnelles potentielles). Plusieurs milligrammes de récepteunpur o

pu étre obtenus et ont été utilisés pour les études présentées dans le chapitre suivant.

Le Chapitre 3 présente les études in vigar la souris, visant a vérifier que la Lf
purifiée au laboratoire exercait le méme effet sur la lipémie postprandialeedui décrit
dans la littérature. Sont exposées ensuite les études par PCR quantitative qui ont permis
d’évaluer l'effet de la Lf sur la transcription du LSR. Ensuil@ caractérisation de
I'interaction entre la lactoferrine et le récepteur L&SRté réalisée par deux approches. Une
co-localisation de la Lf et du LSR sur une lignée de cellules Hepaald'abord été mise en
evidence, suggeérant l'existence d'une interaction directe entre la Lf et le LSR. Cette
interaction a ensuite été vérifiee, non sewnt sur la Lf entiere, mais également sur ses
produits d’hydrolyse, par la technique du liganldtting. Enfin, des expériences de
compétition ont été réalisées entre la Lf et des lipoprotéines riches en TG, les VLDL, afin

d’établir le lien entre fixatin de la Lf et inhibition de la lipémie postprandiale
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MATERIELS ET METHODES
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1. Méthodes électrophorétiques et techniques attenantes

1.1 Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de
sodium (SDSPAGE)

La méthode en tampons discontinus de Laemmli et Favre (1973) est utilisée avec un
systeme de migration verticale (modele électrophorétique 2001, Amersham Pharmacia,
Uppsala, Suede). Le gel est constitué d’un gel de concentration (5 % d’adejlamtampon
Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8 contenant 0,1% (m/v) de SDS et d’'un gel de séparation (10, 12 ou
15 %d’acrylamide) en tampon TH4Cl 0,38 M, pH 8,8 contenant 0,1% (m/v) de SDS. Le
tampon d’électrodes (pH 8,3) est constitué de Tris 50 mM, glycine 384 mM et de 0,1% (m/v)
SDS. Les échantillons (lyophilisats) sont solubilisés dans un tampcehi@ti§,125 M, pH
6,8 contenant 2% (m/v) de SDS, 5% (v/v) den@captoéthanol, 10% (v/v) de glycérol et
0,1% (m/v) de bleu de bromophénol. Les échantillons sont chauffés & 100 °C pebdant 3-
min. Des volumes de 2% (15-60 Ry de protéines) par échantillon sont déposés dans les
puits du gel. La migration électrophorétique est effectuée sous des conditions électriques de
60 mA, 30 W, 500 V (pour un gel 16 x 18 aa 1,5 mm d’épaisseupendant environ 150
min et 60 mA, 30 W, 200 V pendant environ 60 min (pour un gel 6,7 x 8,6 cm de 0,1 mm
d’épaisseur) a 4 °C. Les marqueurs de masse moléculaire sont de deux types. Le premier
(Broad Range SDBAGE Mblecular WeightStandards Bio-Rad, Hercules, CA, Etatdnis)
est composé d'un mélange de myosine (200,0 kDEgalactosidase (116,25 kDa),
phosphorylase B (97,4 kDa), sérum albumine bovine (66,2 kDa), ovalbumine (45,0 kDa),
anhydrase carbonique (31,0 kDa), inhibiteypsique (21,5 kDa), lysozyme (14,4 kDa ;
cependant sa masse moléculaire apparente est de 15,5 kDa), aprotinine (6,5 kDa). Le second
est un mélange de protéines recombinantes dont les masses moléculaires varient de 10 kDa a
250 kDa Precision Plus Protein INBlue StandardsBio-Rad).

1.2 Electrophorese bidimensionnelle couplant une isoélectrofocalisation (IEF) et une
SDSPAGE

La méthode utilisée est adaptée de celle décrite par Herbert et al. (1998). La premiére

dimension (IEF) consiste a faire migrer les protéines selon leur point isoélectrique dans un

gradient de pH prétabli. Les protéines (108)) sont solubilisées dans 200 d’une solution
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contenant 8 M d'urée, 4% (m/v) de §3-cholamidopropybdiméthylammoniofl-
propansulfonate (CHAPS), 2 mM de tributyl phosphine, 40 mM de Tris, 0,2% (m/v)
d'ampholines 30 (Bio-Lytes 310 ; Bio-Rad) et 0,001% (m/v) de bleu de bromophénol. Les
bandelettes (IPGtrip d’'une longueur de 1Intet d’'une largeur de 3,3 mm) sont constituées
d’un gel de polyacrylamide (T4% ; C : 3%), sur lesquelles des ampholines ont été fixées de
maniére covalente afin de réaliser un gradient linéaire de pH. Le gradient de pH utilisé est
compris entre 4,0 et 7,0 (IPG ReadyStrip pA 4Bio-Rad). Les IPGstrips sont placés dans
'appareil Protean IEF Cell (Bi®Rad) et sont réhydratés sous conditions actives \oltage
constant de 50 V) avec les solutions protéiques correspondantes pendant 15 h a 20 °C. La
focalisation se déroule ensuite en trois étapes a 20 °C. Tout d’abord, un faible voltage (250 V
pendant 15 min) est requis pour éliminer les ions salins en exces. Ensuite, une montée en
gradient de 250 a 8000 V est appliquée sur 150 min avec un couraétdisd A par IPG
strip. Enfin, le voltage est maintenu constant a 8000 V pendant au moins 5 h. A l'issue de la
migration, les IPGstrips peuvent étre conservés 20 -°C en attente de la deuxieme
dimension. La seconde dimension consiste a séparer lesinpsotselon leur masse
moléculaire par SDPAGE. Les IPGstrips issus de la premiére dimension sont équilibrés
pendant 15 min dans un tampon €Il 125 mM, pH 6,8 contenant 6 M d'urée, 2% (m/v)
de SDS, 20% (v/v) de glycérol et 5 mM de tributyl phosphires IPGstrips sont ensuite
scellés au sommet d’'un gel SIPBGE grace a une solution de 1% (m/v) d’agarose fondu. La
migration SDSPAGE se déroule ensuite comme décridessus. Les pHi apparents des
protéines sont déterminés a l'aide d'un mélange dé&ipes standards {2 SDSPAGE
Standards ; Bidrad, Hercules, CA, Etatdnis). Les marqueurs de masse moléculaire sont
constitués d'un mélang®recision Plus Protein All Blue StandardBio-Rad) de protéines
recombinantes de masse moléculaire variantOdeDh a 250 kDa. Les relations entre les pHi
apparents (étalonnage du gel d'IEF avec des protéines marqueurs de points isoéle@riques 2-
SDSPAGE StandardsBio-Rad) et les migrations relativestfors de la premiere dimension
sont linéaires avec I'lPG Ready Strip pHV4e 11 cm (Rmesurée a partir du coté le plus
acide du gel correspondant a pH 4,0).

L'équation utilisée est :

pH = 3,34 R+ 3,90, r = 0,98 (Girardet et.aR006)
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1.3 Electrotransfert de protéines

1.3.1 Transfert sersec

Lélectrotransfert de LSR de rat a été realisé par la méthode habituellement
utilisée dans notre laboratoire (Matéos, 20@8)s feuilles de papier buvard, préalablement
découpées a la taille du gel, sont trempées dans le tampon de transfert(dChAleS3
[cyclohexylamino}l-propanesulfonique) a 10 mbbntenant 10% (v/v) dméthanol et 2 M
deNaOH, pH 11, afin qu’elles en soient totalement imbibées (6 feuilles par gel).
L'électrotransfert est réalisé grace a un appareil de transferssenisystme TE 77 Power,

21 x 26 cm, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,-Btasy. Trois feuilles de buvard
imbibées de tampon de transfert sont placées sur I'électrode inférieure (anode) en évitant les
bulles d’air. Ensuite, la membrane de nitrocellulose ou de fluorure de polyviny(ildeDd-),

le gel de polyacrylamide et les feuilles de papier buvard restantes sont empilés les unes sur les
autres. Le couvercle de I'appareil contenant la cathode est refermé. Le courant a appliquer est
fonction de la surface des gels & transférer (0,8 mA).crte courant appliqué est de 38 mA

pour un gel de 48 chret de 146 mA pour un gel de 182 ¢aurée du transfert : 6 h).

1.3.2 Transfert en cuve

Le traitement de la membrane de nitrocellulose ou de PVDF et du gel de
polyacrylamide est similaire & ce qui est décridessus. Des feuilles de papier buvard,
préalablement découpées a la taille du gel, sont trempées dans le tampon de transfert afin
gu’elles en soient totalement imbibées (10 feuilles par g@edfrotransfert est réalisé grace
a un appareil de transfert en cuve (systeme PowerPac 10BaB)o-Cinqg feuilles de buvards
imbibées de tampon de transfert sont placées sur I'électrode inférieure (anode) en évitant les
bulles d’air. Ensuite, la membrane de nitrocellulose ou de PVDF (coté cathode), le gel de
polyacrylamide (c6té anode) et les feuilles de papier buvard restantes sont empilées les unes
sur les autres. Le couvercle de l'appareil contenant la cathode est refermé. Le courant

appligué est de 350 mA (durée du transfert : 45 min).
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1.4 Révélation des protéines
1.4.1 Révélation des protéines au bleu de Coomassi2B0

Apres la migration électrophorétique, les protéines sont fixées dans le gel par
une solution d’acide trichloroacétique a 12% (m/v) pendant 20 min-@Q=E). Ensuite, les
protéines sont révélées pendant 2 h ou une nuit dans un mélange constitué de 0,1% (m/v) de
bleu de Coomassie-B50, de 2% (m/v) d’acide trichloroacétique et de 50% (v/v) d’éthanol.

La dé&oloration s’effectue par des lavages successifs dans des bains constitués d’'un mélange
de 30% (v/v) d’éthanol et de 7,5% (v/v) d’acide acétique. Les gels sont ensuite séchés entre 2

feuilles de Cellophane dans un four a chaleur tournante (Gel Air Diipé&taB) et conservés.
1.4.2 Révélation des protéines au nitrate d’argent

Il s’agit d'une coloration tres sensible et sans bruit de fond, adaptée de
Morrissey (1981)Le gel de polyacrylamide est d’abord immergé durant 3 h dans une solution
de fixation composée de méthanol (30% v/v) et d’acide acétique (10% v/v). Il est ensuite lavé
3 x 2 min dans I'eau ultrpure. Afin d’améliorer le contraste et la sensibilité, le gel subit un
prétraitement d’une minute au thiosulfate de sodium hydrat&§8g 5 H,0 a 2 g.[}) avant
d’étre rincé a I'eau ultrpure pendant 3 x 20 s. Il subit alors une étape d’imprégnation au
nitrate d’argent (AgN@a 1 g.L'") pendant 30 min. Aprés avoir rincé le gel & I'eau ypuee
3 x 20 s, la solution de révélation (carbonate de sodiusE®a 12 g.L*, formaldéhyde et
thiosulfate de sodium hydraté a 2 g)Lest appliquée sur le gel et remplacée dés que la
solution brunit. Le gel est ensuite rincé a I'eau yinae 3 x 30 s avant d’arréter la réaction
par lavage &aide de la solution composée d’acide acétique (1% v/v), pendant 10 min. Le gel
est finalement trempé dans un mélange de 30% (v/v) éthanol et de 7,5% (v/v) acide acétique

pendant 10 min avant d’étre séché dans le four a chaleur tournante.
1.4.3 Révélaton des protéines sur la membrane de PVDF

Apres électrotransfert, la membrane est révélée une nuit dans un mélange
contenant 0,1% (m/v) de bleu de CoomasszbG, 1% (v/v) d’acide acétique et 40% (v/v) de
méthanol. Elle est ensuite décolorée dans un mélange constitué de 50% (v/v) de méthanol

dans l'eau.
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1.4.4 Révélation des protéines sur la membrane de nitrocellulose

Aprés électrotransfert, la membrane est révélée par une solution de Rouge
Ponceau S (solution aqueuse de Rouge Ponceau S a 0,2% (m/v), acide acétique 0,1% (v/v),
filtrée a 0.2 um) pendant 5 min, puis décolorée a I'eau électrodésionisée (résistivité de 15
M :.cm). A ce stade, on peut laisser la membrane dans du PBS et la conserver au réfrigérateur

pour une expérienadtérieure (Westerblot par exemple).

1.4.4. Révélation des glycoprotéines sur la membrane de PVDF

Les glycoprotéines sont révélées par le réactif de Schiff aprés oxydation par
'acide periodique a 1% (m/v) selon la méthode de Kapitany letodeski (1973) adaptée a
une membrane de PVDF par Egito et(@0D01). La membrane est tout d’abord lavée pendant
5 min dans 12% (m/v) d’acide trichloroacétique, puis incubée pendant 15 min dans 1% (m/v)
d’acide periodique. La membrane est ensuite lavée 3 fois 5 min dans 15% (v/v) d’acide
acétigue et révélee pendant 30 min dans 50 mL de réactif de Schiff. Elle est finalement lavée
par des bains successifs dans 7,5% d’acide acétique pendant 2 h et séchée a lair libre. Toutes

les étapes se déroulent a 4 °C et a I'obscurité.

2. Hydrolyses enzymatiques

2.1 Hydrolyse ménagée de la lactoferrine par la trypsine (génération des lobes N -et
C-terminaux)

La lactoferrine (Lf) est solubilisée dans un tampon d’hydrolyse constitué de 100 mM
de TrisHCI, pH 8,2 et de 2:M CacCy. La trypsine (E.C. 3.4.21.4) pancréatique bovbie (
unités enzymatiques par mg d’enzymeang unité enzymatique coagule 10 mL de lait bovin
par min a 30°C ; Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, Efais) est ajoutée (rapport
massique enzyme:substrat 1:385, 1:200 ou 1:50) a la solution protéique et le volume
réactionnel est incubé a 37 °C pendant des temps variant de 45 min a 10 h. La réaction est
stoppée par 'ajout de HCI 1,0 M jusqu’a ce que le pH chute a une valeur de 3, ou directement
par I'ajout de 3 volumes de tampon THE! 125 mM, pH 8,2 contenant 2% (m/v) de SDS,
5% (v/v) de 2mercaptoéthanol, 50% (v/v) de glycérol et 0,01% (m/v) de bleu de

bromophénol, puis chauffés a 100 °C pendant 3 min avant d'étre analysés g&GB.S
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2.2 Hydrolyse trypsique/chymotrypsique (génération des peptides)

Un hydrolysat de Lf est obtenu par action ldetrypsine avec un rapport massique
enzyme:substrat 1:20fendant 15 h 87 °C dans un tampon d’hydrolyse constitué de 100
mM de TrisHCI, pH 8,2 et de 25 mM Cag£lICet hydrolysat est ensuite soumis a I'action de
I Dchymotrypsine pancréatique bovine (E.C. 3.8.7.1, 51 unités enzymatiques par mg de
poudre ;Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, Etaisis). L Dchymotrypsine est ajoutée
(enzyme:substrat 1:200) a la solution protéique et le volume réactionnel est an8db¥C
pendant 15 h. La réaction est stoppée comme indiqué dans le paragraphe précédent et les
échantillons sont analysés par SBSGE afin de vérifier le degré d’hydrolyse. Les peptides
sont séparés des gros fragments de taille plus importante suAfiticon de seuil de coupure
10 kDa, puis 3 kDaAmicon Ultra Centrifugal Filter 10K et Microcon Centrifugal Filter 3K
Millipore) a 4000 gpendant 10 min. Ensuite, les peptides de masse moléculaire inférieure au
seuil de coupure sont dessalés par extrach phase solide (SPE) sur $gk C18 (Waters
France, Guyancourt, France) par 5 % d’ACN en présence de 0,1 % de TFA. Puis, les peptides
sont élués par 30 % d’ACN, toujours en présence de TFA, et lyophilisés. Les glycopeptides
sont éliminés de I'hydrolgs par floculation dans l'alcool selon la méthode décrite par
Montreuil et al. (1986). Les 2 mg de peptides solubilisés dans deiBS ont été agités au
vortex dans 9 mL d’éthanol glacé et laissés a température ambiante pendant 30 min.
L'échantillon estcentrifugé (4000 g5 min, 20 °C) et I'éthanol est évaporé par centrifugation
sous vide (Speed Vac Concentrator Plus ; Eppendorf, North Westbury; N.YURis)sLes
peptides sont alors dessalés par SPE suP3kp=18 et lyophilisés.

3. Préparation deséchantillons protéiques avant chromatographie

3.1 Préparation de protéines lactosériques bovines

Le lait utilisé est un lait cru de vacHgostaurus)provenant de la ferme expérimentale
de la Bouzule (Champenoux, France). Le lait est additionné de 0,05% (v/v) de toluéne dés sa
collecte a la ferme puis écrémé au laboratoire par centrifugation (4000 g, 30 min, 32 °C). Les
caseéines et les protéines de daérum sont séparées a partir de ce lait écremé selon la
méthode décrite par Egito et €2002). Les caséines sont précipitées a pH 4,2 par addition de
HCI 2,0 M. Apreés centrifugation a 4000 g, 20 min et 20 °Culaageantst filtré sur coton

de verrepis dialysé contre de I'eau électrodésionisée en présence de tQ;0%2%0)pendant
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72 h a 4 °C et les protéines lactosériques sont lyophilisées. Le lyophilisat est con&érvé a -

°C en vue de son utilisation ultérieure pour la purification de Lf bovine.

3.2 Préparation de protéines de membranes hépatiques enrichies en LSR

Des rats, agés de 9 a 12 semaines, ont été utilisés pour la préparation d’'un extrait
enrichi en LSR suivant le protocole développé par Mahmal. (1995). Treize rats (rats
SpragueDawley, poids moyen 350 g,) sont anesthésiés par injection de 0,5 a 0,8 ml de
pentobarbital de sodiund7-33-0, SigmaAldrich). Les cavités de I'abdomen sont ouvertes et
les foies sont perfusés par la veine porte avec un tampon HEPES (5 mM, pH 7,4) glacé,
conenant 0,15 M NaCl et 2 mM d’EDTA (tampon de perfusion). Le débit est de 0,5 ml/min,
ce qui est proche de la vitesse d'écoulement du sang i(0Ovd&oml/min/g de foie). Les foies
sont incisés et rincés 2 fois dans le tampon de perfusion, puis essuyés et passés deux fois a
I'homogénéisateur dans un tampon contenant 0,25 M de saccharose, 5 mMH{& ans 1
mM de MgCh, pH 7,4 (STM 0,25 M)a 500 gpendant 5 min a température ambiante
(Yamato, homogénéisateur LSC). Un cocktail d'inhibiteurs de protéases (dilution atf"1/100
complete cocktail inhibitor tablets Roche Molecular Biochemicals, refl1836145001,
préparé selon les indications du fournisseur) et du PMSF (dilution al11€nt ajoutés le
jour de la préparation au tampon STM 0,25 M. L'homogénat est centrifugé (280 g, 4 °C, 10
min) pour éliminer les débris cellulaires et les noyaux des cellules. Le surnageant est transféré
dans un tube conique de 50 mL et centrifugé a nouveau (1500Qy, 15 min). La couche
lipidique blanche est retirée délicatement de la surface et le culot est remis dans le tampon
STM 0,25 M pour atteindre un volume final de 10 mL, et homogénéisé deux fois a0 g.
volume de 21,7 mL de STM 2 M (méme composition que le tampon STM 0,25 M excepté que
la concentration de saccharose est de 2 M) est ajouté dans chaque tube et I'on vérifie que la
densité est de 1,18 g/mL. Le volume est ajusté a 34 mL dans chaque tube avec du tampon
STM 1,42 M. Ce mélange est transféré dans un tube SW28Qaa et 3 mL de tampon
STM 0,25 M sont ajoutés délicatement sur le dessus des tubes. Les tubes sont centrifugés dans
un rotor SW28 Beckman (82000 g, 60 min, 4 °C). La membrane igjasra l'interface est
recueillie. Elle est reprise dans un tampon-H@ 20 mM, 2 mM EDTA, pH 7,4 (tampon de
lavage), puis centrifugég1500g, 15 min, 15 °C). Le culot est a nouveau repris dans un
tampon de lavageontenant le cocktail d'inhibiteurs (dilution au 1/40p et traité par

ultrasons (puissance 2,5, cycle 25%, 30V&bra Cell). La concentration des protéines est
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mesurée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976). Des aliquotes de membranes
plasmiques (40 mg de protéines) sont réparties dies tubes et centrifugées dans le rotor
Beckman Ti75 (12000@, 20 min, 4 °C). Le surnageant est €liminé et le culot est remis en
suspension dans 5 mL de tampon CHAPS (20 mM Tris, 150 mM NacCl, 2 mM EDTA, 13 mM
CHAPS, et le cocktail d'inhibiteurs de peases (dilution au 1/186%= 10 mL.LY) pH 8,0.

Les fractions aliquotes sont traitées par les ultrasons (puissance 2,5, cycle 25%, 30 s) et
incubées a 4 °C pendant 30 min, puis centrifugées (200000 g, 4 °C, 2 h). Le surnageant
contenant les protéines est filtré par un filtre de OR&Ret utilisé pour la purification du

récepteur LSR.
4. Chromatographie liquide

4.1 Purification de la lactoferrine sur CM-Sephadex G50

La Lf est purifiée a partir des protéines sériques de lait bovin en utilisant la procédure
décrite précédemment par Sharetal. (1999). Les protéines sériques (2 g) sont diluées avec
un tampon TriHCI 0,05 M, pH 8,0 contenant 0,02% (m/v) d’azoture de sodiunrétime
CM-Sephadex G0 est ajoutée a celai (7 g.L'Y) et la suspension est agitée lentement avec
un agitateur magnétiqgue pendant une heure. La résine est alors coulée dans une colonne (60 x
5 cm), rincée par un tampon FHECI 0,05 M, pH 8,0, puis par le méme tampon contenant 0,1
M de NaCl pour faciliter I'élimination des impuretés. La Lf est ensuite éluée avec le méme
tampon contenant 0,25 M de NaCl, puis dialysée contre un excés d’eau électrodésionisée (au
minimum 10 fois le volume de I'échadliin). La Lf est de nouveau déposée sur une colonne
CM-Sephadex &0 colonne (20 x 2,5 cm) péguilibrée avec un tampon Ti$Cl 0,05 M,
pH 8,0 contenant 0,02% (m/v) d’azoture de sodium et éluée avec un tampblCTaLO5 M,
pH 8,0 contenant 0,3 M dea@l (50 mL). Apres analyse SEFAGE, les fractions d’intérét
(i.e., enrichies en Lf) ont été regroupées, concentrées par évaporatiendsoas déposées
sur une colonne d'exclusion stérique Sephadeb0@ (60 x 5 cm) en utilisant le tampon
Tris-HCI 0.05 M, pH 8,0. La pureté de la Lf est vérifiee par électrophoresePFNEE. La

fraction de Lf est conservée 20-°C.
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4.2 Purification de la lactoferrine sur colonne HitrapCM-FF

La Lf est purifiée a partir des protéines lactosériques par chromatographie d’échange
de cations sur une colonne Hitrap €W 5/5 (1,5 x 2,5 cm ; taille des particules 45 a H3b
; Interchim, Montlucon, France) connectée a un systéme FPLC (AKAIAC, GE Halthcare
France, VelizyVillacoublay, France). Les protéines de lactosérum sont solubilisées (10
mg.mL™") dans un tampon TrECI & 50 mM, pH 8,0. Un volume de 10 mL est injecté sur la
colonne préalablement équilibrée avec ce méme tampon. Un gradient linéaire croissant de 0
M de NaCl dans le tampon T+#4Cl de 50 mM, pH 8,0 est appliqué pendant 50 min. Le débit
est de 1 mL.mill et I'absorbance est mesurée a 280 nm. Les fractions collectées sont
dialysées contre de l'eau électrodésionisée en présence de thymol comme antibactérien
pendant 48 h, puis lyophilisées. Les lyophilisats sont consen28'@ et analysés par SBS
PAGE.

4.3 Purification du N-lobe de la lactoferrine sur colonne TSK SBPW

Le N-lobe de la Lf est purifié en utilisant un protocole adapté de Takayama et al.
(2002) La purification est réalisée par chromatographie d’échange de cations avec une
colonne TSK SBPW (8 mm x 7,5 mm ; Beckman Coulter France, RetSsgrles de Gaulle,
France) connecté au systéeme AKFPLC. La Lf est remise en solution et hydrolysée par la
trypsine comme indiqué dans le paragraphe 2.1. Un volume de 2 mL contenant 8 mg
d’hydrolysat protéique est injecté sur la colonne préalablement équilibrée avec le tampon de
50 mM phosphate de sodiupid 7,0. Un gradient linéaire croissant de 0 & 0,5 M de NaCl et
de 0 & 250 mM de NMDH dans le méme tampon est appliqué pendant 34 min. Le débit
appliqué est de 1 mL.nmiiret 'absorbance est mesurée & 280 nm. Les fractions collectées sont
dialysées contrede l'eau électrodéisionisée en présence de thymol pendant 48 h puis
lyophilisées. Les lyophilisats sont conservé2@°C et analysés par SBFRAGE.

4 .4 Purification du C-lobe de la lactoferrine sur colonne C4

Le C-lobe dela Lf est purifiéen utilisantune colonne analytique Nucleosi (@50 x 2
mm ; taille de particules 3 ; Cluzeau, SaintBoy-la-Grande, France) reliée au systeme

HPLC Alliance 2690. Les échantillons (fractions peptidiques & 1 mid).mant solubilisés
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dans une solution a 5% (v/V)GN dans I'eau contenant 0,1% (v/v) TFA. Le débit est de 250
R.min"et le volume d’échantillon injecté sur la colonne est de BOGJn gradient linéaire

de 5 % d’ACN en présence de 0,1% (v/v) de TFA est appliqué pendant 5 min, suivi d’'une
étape isocratige de 50 min a 18,6% (v/v) d’ACN en présence de 0,1% (v/v) de TFA. Les

fractions collectées sont directement lyophilisées et conserv28s@ avant leur analyse.

5. Séquencage des protéines et des peptides

5.1 Microséquencage protéique Merminal par dégradation d’Edman

Le microséquencage-términal a été réalisé par Franck Saulnier au Service Commun
de Séquences de Protéines de I'Université de Lorraine (Microséquenceur modeéle 476A,
Applied Biosystems, Foster City, CA, Etat®is), sur des spots découpés dans la membrane
de PVDF.

Le principe de la méthode d’Edman est le suivdet phénylisothiocyanate (PITC,
réactif d'Edman) réagit avec les groupes artémminaux des protéines en milieu légérement
alcalin pour former leur adduit phénylthiocarbart®TC). Ce produit est traité par un acide
fort anhydre comme l'acide trifluoroacétique, qui libére le résigdariMinal sous sa forme
dérivée thiazolinone mais sans hydrolyser les autres liaisons peptidiques. La dégradation
d'Edman libere donc le résiduide aminé Nterminal mais laisse le reste de la chaine
polypeptidique intact. Le dérivé thiazolinone de I'acide aminé est extrait sélectivement par un
solvant organique et transformé en dérivé phénylthiohydantoine (PTH) beaucoup plus stable
par traitement avec un acide dilué.

Chaque PTHKacide aminé formé est alors analysé par HPLC en phase inversée sur une
colonne Microbore C18 (diametre interne de 2,1 mm), ce qui permet son identification.
Chaque cycle dure environ 3% min avec le microséquenceur 47&%chantillon est repris
par du TFA 0,1% dans de I'eau uHpare puis est fixé sur une membrane de PVDF (systeme
ProSorb ; Life Technologies Invitrogen France, Saiabin, France). La membrane est
désolidarisée du ProSorb puis I'échantillon est déposi.Y®lans la cartouche de dépbt du
microséquenceur. L'analyse de séquence est ensuite réalisée a I'aide du moteur de recherche
automatique MASCOT v2.2 (Perkins et,dl999).
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Figure 20.
Etapes du microséquencage {ferminal par la méthode d’Edman (Niall, 1973).

5.2 Identification des N et C-Lobes par spectrométrie de masse

Les analyses par spectrométrie de masse des fragments obtenus par hydrolyse
ménagee et correspondant auxelNGlobes de la Lf ont été réalisées par Mme Iman Haddad
au Laboratoire de Spectrométrie de Masse Biologique et Protéomique de 'ESPJEPlaris
Les fragments protéolytiques issus de I'hydrolyse ménagée par la trypsine ont été déposés sur
un gel SDSPAGE a 12% d'acrylamide, et réveélés au bleu de Coomas®i®) R es bandes
ont été découpeées et conservées dans de I'acide acétique 1% (v/v).

Les séparations ont été réalisées sur une chaine de nanoHPLC U3000 (Dionex France,
&RXUWDERHXI )UDQFH IMTPFKDQWLOORQ EUXW /| D pWp
SUpFRORQQH 3HSODS c GLDPqQWUH GHV SDUWLEBXOHYV
5 mm, Dionex) avant d’étre élué et séparé sur une colonne analytique a polarité de phase
LQYHUVpH 3HSODS c GLDPgWUH GHV SDUWLFXOHYV P (
cm, Dionex) avec un débit de 220 nL.thirLe profil du gradient linéairetdit : 99% de
solution A (98% d’eau, 2% d’ACN et 0,1% d’acide formique) et 1% de solution B (10%
d'eau, 90% d’acétonitrile et 0,1% acide formique) pendant 5 min pour le dessalage a
15 / P *Quis 5% de solution B pendant 3 min & 300 nL:mB% a 25% de solution B en
32 min, montée a 90% de solution B en 1 min et un palier a 90% de solution B pendant 10

min.
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Les données ont été acquises sur un spectrometre hybride de @B BAITQ-FT,
ThermoFisher Scientific France, Courtaboeuf, France). Les adgpssise font en mode
automatique : une acquisition en mode MS et MS/MS (fragmentation), un "MS survey scan”
en FTMS (m/z 40@000 Th), suivi de 3 "SIM scan" en FTMS (détermination de la masse
exacte de I'état de charge des 3 peptides les plus intenses) en parallele de 3 scan MS/MS dans
le LTQ.

Les recherches ont été réalisées dans la banque Swissprot et dans un fichier
comportant uniguement la séquence de la Lf avec le logiciel myProms (Poulle603).

Les recherches ont été realisées en intégrant 2 modifications possibles (carbamidométhylation
ou oxydation des méthionines) Le nombre deativaises coupures(miscleavage) possible

est de 2. La tolérance de masse en MS est de 5 ppm et la tolérance de masse en MS/MS est de
1 Da.

5.3 Analyse des peptides en spectrométrie de masse

La réduction des ponts disulfures a été réalisée par I'ajout de dithiothreitol ou DTT
(exces de 100 fois/contenu en résidus de cystéine) a I'’hydrolysat suivi d’une incubation a 37
°C pendant 1 h. Lalkylation a été réalisée par I'ajout d'iodoacétamide (excés de 2,5 fois par
rapport au DTT) suivi d’'une incubation de 45 min a température ambiameeanalyse LE
MS a été réalisée sur les peptides issus de la double digestion trypsine/chymotrypsine sur un
appareillage ThermoFischer Scientific équipé d’'une trappe ionique linéaire: (Lir@ar
Trap Quadripole). La séparation chromatographigégaéalisée a 25 °C sur une colonne de
phase inversée Alltima C18 (150 x 2.1mm, porosité 5 pm, Grace/Alltech, Darmstadt,
Allemagne) équipée d'une précolonne (7.5 x 2.1mm, porosité 5 um, Grace/Alltech). Les
phases mobiles étaient constituées d'eau addiéie de 0.1% d’acide trifluoroacétque
(solution A) et d’acétonitrile additionné de 0,1% d’acide trifluoroacétique (solution B). Les
peptides ont été élués par un gradient croissant de solvant B (5 a 60% en 60 mirQ),2eébit
mL/min). En plus de la détection MS, une détectionvifible a été réalisée tout au long de
l'analyse par un détecteur a barrettes de diodes.

Les conditions de spectrométrie de masse étaient les suivantes : mode d’ionisation
positif ESI ElectroSpray lonisation). Les valeurs de gamrce (azote) ont été fixées en
valeur arbitraire.mitt & 20 pour le gaz de nébulisation, 5 pour le gaz auxiliaire (focalisation)
et 5 pour le gaz rideau. La température du capillaire. Les ions ont été focalisés par

lintermédiaire de lentilles dont la tension a été fixée a 9@/ \/ et 5.75 V, respectivement
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(tube, split et front). Les parameétres de focalisation ont été optimisés par la perfusion a 5
uL.min"d’une solution standard du dipeptide VW & 0.1'gdans le débit de la phase mobile
(A/B: 50/50) Un balayage MS a été réalisé pour des valeurs de m/z comprises entre 100 et
2000, pendant toute la durée de l'analyse et des spectres MS2 ont été réalisés afin d’obtenir
des informations structurales.

Une premiére analyse LKIS a été réalisée suhydrolysat sans réduction/alkylation
pour la caractérisation des peptides ne renfermant pas de ponts disulfures. Les peptides ont été
recherchés sur la base des pics majoritaires a 215 nm et également observés sous leur forme
monoprotonée [M+H]sur le sgctre MS. Au cours d’une deuxiéme étape, laM§ s’est
focalisée sur les peptides réduits et alkylés. Les peptides alkylés ont été recherchés par
comparaison du chromatogramme a 215 nm avec celui obtenu pour les peptides non traités.
Les peptides ont ausété identifiés sur le spectre MS sous leur forme protonée [M+57+H]
la masse additionnelle de 57 uma (unité de masse atomique) correspondant au groupe

acétamide fixé sur 'atome de soufre du résidu de cystéine.

6. Dosage des protéines

La concentration protéique des échantillons est déterminée par dosage colorimétrique
selon la méthode de Bradford (1976). La méthode de Bradford est un dosage colorimétrique,
basé sur le changement de longueur d’onde d’absorbance suite au changementude coule
d’'un colorant, le bleu de Coomassie2R0, aprés liaison aux résidus arginine et aux résidus
hydrophobes présents dans la ou les protéines. La concentration de protéines des échantillons
est calculée par rapport a une droite d'étalonnage réaliséeiradpeme solution de sérum
albumine bovine (BSA) dont la concentration est connue. Un volume de 100 pL de solution
protéique (25 a 100 pg de protéines par mL) est mis dans 1 mL de réactif de BrBaford (

Rad Protein AssgyBio-Rad) pendant 5 min, puis Baorbance du réactif est mesurée a 595
nm contre un blanc constitué de 1 mL de réactif de Bradford additionné deé. td€al? On
détermine alors la quantité de protéines en se référant a la courbe de calibration réalisée a

partir d’'une solution étalon (1 a 100 pg/mL) de sérum albumine bovine (Sigma).

7. Immunodétection du LSR par Western blot

Apres migration sur SDBAGE, les protéines sont transférées sur une membrane de

PVDF ou de nitrocellulose. Lmembrane de PVDF est immergée dans du méthanol% 100
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pendant 2 secondgsiispendant 2 min dans de I'ealtrapureavant d'étrequilibrée danslu

tampon de transfert CAPS (acide-(c¥clohexylamino)l-propanesulfonique) a 10

mM contenant 10% dméthanol e2 M de NaOH, pH 1ITrois feuilles de papidiltre
(Whatman3MM) dela méme taille quée gel eta membrane sont utilisés pour réaliger
sandwichde transfertApres transfert, la quantité de protéine déposée est systématiquement
vérifiée a l'aide d'une coloration au Rouge Ponceau (voir 1.4Rl)is la membrane
estincubéependant 45 min dans un tampon PBS contenant 3% de BSA pour bloquer les sites
de fixation non spécifique. Aprés quatre lavages de 15 min dans le tampon TBST, la
membrane est incubée une nuit avec le premier anticorps (premieorpsitiantlLSR,
HPAOO7270 Sigma, dilution: 1/1000) sous agitation constante. Les anticorps non liés sont
éliminés par quatre lavages successifs de 15 min avec le tampon TBST. Les bandes sont
révélées par chemiluminescence (GE Healthcare) en utilisanttisorpa secondaire (anti

rabbit IgG, HRPOLQNHG DQWLERG\ - &HOO 6LJQDOLQJ 7THFKQR!

conjugué a la peroxydase et le kit de chemiluminescence de la société GE Healthcare.

8. Effet du traitement de la lactoferrine sur TG postpandiale chez les souris

Pour étudier l'effet de la Lf sur le taux de TG plasmatique de souris, une solution de
lactoferrine & 20 mg.nmit. dans un tampon phosphate (PBS) a été prépaaésolution a été
filtrée (0,22 um) avant injection aux animaux. Huit souris syjoe males (C57BL6/R]j,
Janvier Elevage, Le Genest Saint lle, France) ont eu acces ad kbiterteau et a un régime
standard (régime 2018, Harlan, Gannat, France. A lfgéd4 semaines, les souris ont été
divisées en deux groupes de quatre. Un volume deRL@@ PBS contenant 2 mg dé a été
injectéa un groupe de souris pasie intraveineuse (i.v., veine de la queet)le méme
volumede PBS a été injecté a l'auymupe de souris comme controlemmédiatement apres
I'injection de la Lf, les souris ont été gavées avec BO@'huile d'olive et des prélévements
de 100 uL environ de sang ont été recueillisat =0, 1, 2 et 3 h. Les échantillons de sang ont
été collectésghaque heure dans des microtubes (Eppendorf) et centrifugés (10000 g, 5 min a 4
°C) immédiatement apres le préléevement pour séparer le plasma sériqgue des cellules
sanguines. Les microtubes utilisés pour le sang ont été prétraités a la paraoxone afin d’'inhiber
I'activité lipasique Zambonet al, 1993) Les échantillons de plasma ont été stockés dans des
tubes 480 °C.
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9. Dosage enzymatique des TG plasmatiques de souris

Principe : La méthode utilisée pour le dosage des TG plasmatiques est basée sur une
série de réactions enzymatiques couplées a lissue desquelles la réaction entre le peroxyde
d’hydrogéne réagit avec la-aminoantipyrine en présence de parachlorophénol et d’'une
peroxidase pour former la quinonéimine qui absorbe a 505 nm. Le détail de ces réactions est
présenté edessous

La solution du travail est préparée en mélangeant le réactif 1- (Tris
HCIl 100 mM,pH 7,6 contenant 2.7 mM denagnésium and 4 mM de parachlorophénol) et
le réactif 2 (amineantipyrine 0.4 PO OLSDVH - glycéBOMLQDVH o
200 U/L,glycérot3-SKRVSKDWH R[\GD$H3- PO/L,SHUR[LGDVH - 8
étalonnage est effectué dans la microplaque (GreineXOB&R6 puits) a chaque série de
dosage en utilisant le calibrateur multiparamétrigue Calimat (BioMerieux, Lyon, France,
ref: 62321). Puis, 2R. de chaque échantillon de sérum plasmique sont ajoutés dans chaque
puits avec 200R. de solution de travail. La microplague est incubée sur un agitateur de
microplaque Titramax 100 (Heidolph Instruments, Schwabaliémagne) pendant 10 min a
2025 °C. Les valeurs de densité optiqgue sont déterminées par le lecteur de microplaques
((Benchmark Plus, Bi&Rad). Un contrdle de qualité est effectué a chaque série de dosage
avec un sérum de contréle (sérum de contraléti-paramétrique titréBioMeérieux,

ref 62453) de facon a s’assurer de la validité de chaque série.

10. Couplage de la sonde de fluorescence Alexa Fltt88 a la lactoferrine

La Lf bovine a été marquée avec la sonde de fluorescence Alexa4BRioi(Life
Technologies Invitrogen France) selon les instructions données par le fournisseur. Pour
réaliser le marquage, 8 mg de Lf ont été remis en solution dans 2 mL de tampon phosphate de
sodium a 5 mM (pH 7,5) et un volume 20D d@ tampon bicarbonate de sodium 1,0 M (pH
8,34) a été ajouté pour maintenir le pH a 8,0. La solution d’Alexa-BB®r (10 mg/mL dans
du DMSO) a été préparée immédiatement avant utilisation. Un voluni® 28 la solution
de fluorophore a été ajouté a la Lf et le mélange réactionseh micuber pendant une heure
a 37 °C puis laissé toute la nuit a 4 °C. Lamarquée a été purifiee par dialyse contre du
tampon PBS(élimination de la sonde en excés) pendant 48 h, puis centrifugée deux fois
(120009, 10 min a 4 °¢jusqu'a ce qu'il n'y ait plus de fluorescence libre détectable dans le

surnageant restant. La Lf marquée par la sonde Alexa-#8#ra été concentrée par
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centrifugation en utilisant un Microcon de seuil de coupure 50 kDa (Millipore). Le degré de

marquag a été calculé en utilisant les formules suivantes

0,12 = Facteur de correction,= ebefficient d’extinction moléculaire de I'Alexa Flu488
11. Mise en évidence de la colocalisation du LSR et de la lactoferrine sur des hépatocytes

Une lignée de cellules de souris Hep@dla été cultivée dans un milieu
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Mediumi,ife Technologies Invitrogen, France
contenant 10% de sérum de veau fcetal, 100 mM de glutamine et 100 mM de
pénicilline/streptomycine (DMEM complet, Stenger et 2010). Elles ont été ensemencées a
1 x 10 cellules/puits (plaque de 12 puits). Aprés 48 h, les cellules & envir@0%0de
confluence ont été lavées avec 0,5 mL de PBS et incubées a 37 °C dans 0,5 mL de DMEM
complet contenant 10 ng.ritlde leptine pendant 1 h afin d’optimiser I'expression du LSR.

Les cellules ont été lavées dans du PBS et ensuite incubées a 37 °C pendant 20 min avec
DMEM contenant 0,2% (m/v) BSA et la 44lexa Fluor488 (2 mg.mL}) en absence ou en
présence doléate. LUéate a été ajouté sous forme acide gras libre dans une solution
d’isopropanol. Le volume d’isopropanol n’excédait pas 1%. La lactoferrine a été ajouté 5 min
apres l'oléate. Les cellules ont été lavées avec du PBS contenant 0,1% de BSA, puis deux fois
pardu PBS froid. Tous les lavages ont été effectués a 4 °C. Les cellules ont été fixées par du
paraformaldéhyde 4% (v/v) a température ambiante pendant 15 min, puis rincées avec du PBS
et laissées dans le PBS une nuit a 4°C. Le lendemain, les cellules patnééabilisées avec

du PBS contenant 0,1% (m/v) de BSA et 0,1% (v/v) de TritelO& pendant 20 min, puis
incubées avec des anticorps 48R (1/100 de dilution dans du PBS + 0,1% de BSA, 250 P

par puits) pendant 2 h, et a nouveau lavées dans du PBS contenant BSA 0,1% a température
ambiante sur un agitateur. Les cellules ont été incubées avec l'anticorps secondaaiebjanti

IgG antibodylinked Alexa Fluof555, dilués au 1/2000 dans du PBS renfermant 0,1% de
BSA), puis rincées dans du PBS contenant 0,1% BSA. Les cellules sont incubées avec 1/500

de dilution de DAPI 4',6-diamidinc2-phenylindol@ pendant 15 min et rincées au PBS et a
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l'eau distillée.Les cellules sont lavées I'eau etmontées sur des lamen utilisantdu
fluormount (SigmaAldrich). La microscopie confocale a été réalisée sur un appareil
Fluoview (FV10i, Olympus).

12. Mise en évidence de linteraction entre la lactoferrine (ou ses fragments) et le LSR

par la technique du Ligand blot

Une quantité de 20R) LSR purifié est déposée sur un gel de $SB&SE a 10%
d'acrylamide, en conditions non réductrices et transférée apres migration sur membrane de
nitrocellulose. La quantité de protéine déposée est systématiquement vérifiee a l'aide d’'une
coloration au Rouge Ponceau (cf 1.4.4). Les bhbattks de nitrocellulose sont placées pendant
45 min dans un tampon PB&ontenanB8% de BSA poubloquer les sitede fixation non
spécifiques. Apres quattevagesde 15 mindans le tampon PBS, les bandelettes
sont incubées 15 min dans un tampon PBS additionné de 200 mM NaCl (concentration
finale en NaCl: 350 mM) et 2 mM d’EDTA, pH 8, puis 5 min en présence et en absence de
0,8 mM d'oléate dans le méme tampon. Les bandelettes sont ensuite incubées pendant 1 h a 37
°C avec 2 mg/mL de Lf ou de ses fragtser\prés quatréavagesde 15 min dans le tampon
PBS contenant 0,5 % de Triton200, les bandelettes sont incubées avec de I'anticorps anti
Lf (PA1-40280 ; dilution au 1/500 ; Thermo Scientific, USA) pendant 2 h a 37 °C. Aprés
guatrelavagesde 15 min das le tampon PBS, la lactoferrine liée au LSR sur la membrane
nitrocellulose est détectée par incubation avec un anticorps secondaire conjugué a la HRP
(/2000 dans du tampon TBST) et les bandes de protéines sont révélées par
chemiluminescence (Kit GE Heltare). Des expériences de compétition entre la Lf et des
VLDL (d < 1,006 g. mLY) issues de sang humain ont également été réalisées dans lesquelles
les bandelettes, apres traitement a la BSA et lavages, sont incubées en présence de 0,8 mM
d’oléate pendan30 min, puis avec des concentrations variables de Lf (0; 0;53;15
mg.mL?) pendant 30 min et avec des VLDL (20 pg. Milpendant une heure & 37 °C. Aprés
lavage dans du PBS renfermant 0,5 % de Triton 100, une incubation est réalisée avec un
anticorps antiapoB (1/1000) (Santa Cruz Biotechnology,-38542). Aprés quatdavagesde
15 min dans le tampon TBST, les VLDL fixées sur la membrane de nitrocellulose sont
détectées par I'ajout d’'un anticorps secondaire conjugué a la HRP (1/2000). Laae\elati

été effectuée comme précédemment.
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13. Effet de la lactoferrine sur I'expression du ISR au niveau cellulaire

Les cellules Hepa® de souris@nt cultivées 48 heures dans le milieu DMEM complet
sur des plaques a 12 puits. Les cellules sont lavées avec du PBS 1X a température ambiante.
Du milieu DMEM complet est ajouté a chaque puits (S5R0puits). Les cellules sont
incubées avec la lactoferribevine (2 mg.mLY) en absence et en présence de 0,4 mM ou 0,8
mM d’oléate (concentration finale) L'oléate est ajouté 5 min avant lincubation de la
lactoferrine pour activer le LSR. Les cellules ont été incubées a 37 °C, pendant 3h. Pour
arréter le métab®O LVPH FHOOXODLUH /| GH 3%6 IURLG FRQWHQ
aux cellules placées sur un bac de glace. Le milieu est ensuite remplacé par le tampon RIPA
froid (RadiolmmunoPrecipitation Assay buffer, composition : 20 mM de -HiSI (pH 7.5),
150 mM de NaCl, 1 mM de NBDTA, 1 mM de EGTA, NR10 1%, désoxycholate de
sodium 1%, 2.5 mM de pyrophosphate de sodium, 1 mMedlgcérophosphate, 1 mM de
NagVOg, J Pde leupeptine 100 R/puits) afin de lyser les cellules. Les cellules sont
récupérées dans le RIPA, et laissées sur la glace pendant 30 min. Apres 30 min, les lysats sont
centrifugés a 12000 gendant 30 min a 4 °C. Les surnageants sont récupérés et leur
concentration protéique est déterminée par la méthode de Bradford en utilisant la BSA comme
standard. Une quantité de 2 a été déposee sur SIPAGE Aprés migration, les protéines
sont transférées sur nitrocellulose et un immunoblot est réalisé avec un anticop@Raati-
1/1000 de dilution dans un tampon de TBST, puis avec un anticorps secondaire conjugué a la
HRP. L'actine est utilisée commdaading controbs> afin de vérifier que la méme quantité de
protéines est déposée par puits. L'analyse densitométrique des agtayattes est réalisée a
l'aide du logiciel ImageJ, un freeware de National Institute of Health disponible sur le site

suivant: http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html

14. Détermination de I'expression de ’'ARNmM du LSR par PCR en temps réel

Les cellules Hepa® de souris sont incubées avec la lactoferrine et en absence ou en
présence de 0,4 et 0,8 mM d’oléate, comme décrit dans le paragraphe 13. Aprés lavage dans
du PBS, les cellules sont récupérées dans du PBS en utilisamelirseraper. Les culots
des cellules sont ensuite stockés28°C jusqu’au moment de préparer de '’ARNbes
cellules sont homogénéisées dans le réactif de lyse QIAzol (QIAgen, Courtaboeuf, France).
Un volunme de 200 R. de CHsCl est ajoutéet centrifugé d@2000g pendantl5 min a 4°C.
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L'ARN total a été extrait en utilisant le minikit RNeasy tissus lipidique (QIAgen), suivant les
instructions du kitL'ARN a été purifié en utilisant la colonne RNeasy fournie avec le kit et
lavée avec du tampon de lavage RW1 (tampon du kit, composition compléte non
communiquée) contenant du thiocyanate de guanjd@giégen). L'éthanol retenu est éliminé
avec tampon PRE (thiocyanate de guanidine 2,5-1@%anol 2,510%; QIAgen). Un
volume de 60 [Pde RNase (0,05 M de TridCI pH 8, contenant 0,001 M de EDTA et 0,01%

de RNase) est ajouté a I'ARN et les échantillons sont consenas °& -pour la nuit. La
concentration d’ARN: étédéterminéegystéme QlAxcéglen mesurant I'absorbance a 260 nm.

Les primers suivants ont été utilisés

Tableau 5. Primers spécifiques pour le LSR et chacune des saumstés

Gene Primer 6PTXHQFH - Localisation Z\?:lriicon (bp)

Lsr Forward | CAGGAGAATCACCATCACAGGAA Exon 2 77
Reverse | AGTAATACACTCCACTGTCTCCCCAG Exon 3

LVU. | Forward | AAGATCTGGATGGGAACAACGAG Exon 3 63
Reverse | CTTCTGAGGTCCTGCCAAGG Exon 4

OV U.| Forward | AAGATCTGGATGGGAACAACGAG Exon 3 60
Reverse | CAAAGAGCCAATCAAGGACAATG Exon 5

LVU | Forward | AAGATCTGGATGGGAACAACGAG Exon 3 61
Reverse | CCAGCAGCATAAACAAGGACAAT Exon 6

Hprt Forward | TCAGACTGAAGAGCTACTGTAATGATCA Exon 3 76
Reverse | AAAGTTGAGAGATCATCTCCACCAA Exon 4

Hprt: hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase

Les réactions de polymérisation en chaine sont réalisées RUd’ARN en utilisant
le SYBR Green PCR Master Mix sur le systeme de StepOnePlus PCR en temps réel (Applied
Biosystems). Le gene de I'Hypoxanthine guanine PhosphoRibosylTransferase (HPRT) est
utilisé comme gene de réeférenceHeusekeeping gene). Les calculs d'expression relative
etles analyses statistiques sont effectués en utilisanil « Relative Expression Software
Tool » (REST, 2009).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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CHAPITRE 1

Purification, hydrolyse et caractérisation de la lactoferrine et de ses
fragments
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1. Optimisation d'une méthode de purification de la lactoferrine bovine

L'objet du travail de ce premier chapitre était de purifier la lactoferrine en grande
guantité avec une méthode efficace de fagon a disposer de Lf avec un bon degré de pureté par
une meéthode impliquant un nombre minimal d’étapes. Nous avons purifid_teéttpartir
des protéines lactosériques obtenues apres précipitation de la fraction caséinique de lait cru
(collecté a la ferme expérimentale de La Bouzule, Champenoux). Cette solution a été préférée
a l'achat de Lf commerciale dont le degré de pureté pas trés élevé et qui est susceptible
d’avoir subi des traitements technologiques pouvant conduire a la dénaturation de la protéine.
La Lf qgue nous avons préparée a ensuite été utilisée pour les études de recherche d’interaction

avec le LSR, ainsi que pour les études in.vivo

1.1 Purification de la lactoferrine selon des méthodes existantes

Dans un premier temps, nous avons appliqué le protocole de séparation en 2 étapes
proposé parSharmaet al (1999). La premiére étape consiste en la purification par
chromatographie d’échange de cations sur résineSephadex &0 en batch et la seconde
étape consiste en une filtration sur gel sur Sepharose G100. Les essais que nous avons réalisés
montrent quda ELG et I' BLA, ne sont pas retenues sur la phase stationnairs@dhadex
et sont €luées par le tampon THEI 50 mM pH 8,0 contenant 0,1 M de NaCl. La plupart des
protéines fixées sont éluées par 0,25 M NacCl, tandis que la Lf, plus fortement aienue
I'échangeur de cations, est éluée a 0,3 M NaCl. Les fractions renfermant la Lf ont ensuite été
déposées sur une résine Sepharose G100. Le profil électrophorétique de la fraction contenant
la Lf montre qu'elle contient encore des impuretés (Figure @1)point de vue mobilité
électrophorétique, la bande obtenue apres purification pourrait, en théorie, correspondre a la
lactoperoxydase (78 kDa), ou a la Lf (80 kDa). Cependant, il est connu que la
lactoperorydase est éluée a des concentrations en Na&l fpibles (80% de la
lactoperoxydase sont élués a 0,1 M NaBlateet al, 2006), De plus, la solution présente
une coloration roseouge qui est caracteristique de la Lf chélatant le fer. Ainsi, la protéine
attendue dans la fraction la plus fortement retenue sur la résine échangeuse de cations est bien
la Lf.
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Figure 21

Caractérisation électrophorétique (SDSPAGE 15%) de la lactoferrine purifiée selon la méthode

de Sharma et al (1999). M: marqueurs de masse moléculaire, FP : fraction collectée apres
séparation sur CMsSephadex &0, FG : fraction collectée aprés séparation sur Sepharose @400
guantité de protéine par puits est de 15 ug, coloration au bleu de Coomassie R250)

1.2 Mise au point d'une nouvelle méthode de purification de la lactoferrine

La méthode précédente n’étant pas totalement satisfaisante, nous avons mis au point
une méthode plus efficace, en une seule étape, par chromatographie d’échange de cations sur
une colonne Hitrap CMFF 5/5 (1,5 x 2,5 cm ; taille des particules 45 a H8b; Interchim,
Montlugon, France) connectée a un systéme FPLC (ARPAC, Amersham Pharmacia).

Les protéines de lactosérum ont été solubilisées (10 my.ddns un tampon THECI & 50

mM, pH 8,0 et injectées sur la colonne préalablement équilibrée aveénte tamponLa
lactoferrine a été éluée aver gradient linéaire croissant de 0-1,0 M de NaCl dans le tampon
Tris-HCI de 50 mM, pH 8,0 (débit est de 1 mL.MinPar cette méthode automatisée, trois
fractions ont été obtenues : F1, F2 et F3 (Figure 2@)eAdialyse et lyophilisation, seule la
fraction F3 présentait la coloration reseige caractéristique de la Lf, qui est éluée a 1,0 M
NaCl. Les fractions ont été analysées par $FBSE (Figure 23). Cette méthode
chromatographique permet d'obtenir dd_laavec une pureté supérieure a 95% en quantité

importante : 254 mg de Lf pure ont été ainsi préparés a partir de 5 L de lait frais.
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Figure 22
Profil chromatographique des protéines lactosériques obtenu par AKTAPLC d'échange de
cations sur colonne HiTrap CM. La phase mobile est constituée de 50 mM de tampeHtipH
8,0 et un gradient linéaire de 0 & 1.0 M de NaCl est appliqué pendant 48umilébit de 1 mL/min.
ELG : Hactoglobuline ; BLA : Aactalbumine ; BSA: sérumalbumine bovine.

kba M F1 F2 F3 LS
4 ¥ 4 v ¥
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é 21~ e ELG+ DLA

Figure 23.
Caractérisation électrophorétique (SDSPAGE 15%) des fractions F1F3 collectées lors du
fractionnement AKTA -FPLC des protéines lactosériques. Des quantités 2fe /A de protéines ont
été chargées dans le gel. Les protéines ont été révélées par le bleu de Coomassie R250. M : marqueurs
de masse moléculaire ; lIg@mmunoglobulines CL : chaindourde ; Cl : chaine légere £AL.G : £
lactoglobuline ; ALA : Hlactalbumine ; BSAsérumalbumine bovinelSP : protéines de lactosérum
avant purification.

88



2. Hydrolyses enzymatiques de la lactoferrine en conditions ménagées

2.1 Hydrolyse de la lactoferrine par la trypsine pour la génération de ses deux lobes

Les résultats présentés dans le chapitre 3 montrent que la Lf entiére est reconnue par le
récepteur LSR. Dans le but de déterminer si l'interaction potentielle entre le récepteur LSR et
la Lf impliquait ou non un domaine structural-{&rminal ou Ctermind) de la Lf, nous avons
réalisé une hydrolyse ménageée de la Lf, de facon a obtenir les deux domaines structuraux sous
forme isolée. En effet, Mason et. 4l1987) ont montré qu'il était possible par hydrolyse
ménagée de la Lf par la trypsine, de généredéesc lobes tout en conservant leur structure
tridimensionnelle (le repliement des deux lobes peut jouer un réle important dans la
reconnaissance). Dans notre étude, afin de libérer les deux lele¢esCerminaux de la Lf
bovine sans les dénaturer, nous avons réalisé un travail préalable d'optimisation de I'hydrolyse
trypsique ménagée de la protéine. Les conditions d'hydrolyse recherchées devaient permettre
de produire de grands polypeptides avec un minimum de petits fragments. Nous avons ainsi
utilisé 3 conditions de rapport enzyme/substrat (E/S) avec des temps d'incubation compris
entre 0 et 10 h et analyseé les profils électrophorétiques obtenus (Figure 24).
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Figure 24.
Analyse électrophorétiqgue (SDSPAGE 15%) des hydrolysats trypsigues ménagés de la
lactoferrine bovine (bLf). La Lf (1 mgmL?') a été incubée avec la trypsine a 37°C selon différents
rapports massigues enzyme/substrat (puit®R A : E/S = 1:50 ; B : E/S 1:200 ; C : E/S = 1:384.
Des volumes réactionnels de 28 ont été prélevés a différents temps d'incubation et mélangés
volume a volume avec du tampon d'échantillon pour BESE et chauffé pendant 3 min a 100°C
avant analyse électrophorétique. Des marqueurs de masses moléculaires ont été déposés dans les
premiers puits de chaque gel. Le fragment de 37 kDa (pp37 ; fleche rouge) est généré pour des
rapports E/S de 1/200 et 1/384, mais n’est pas mis en évidence avec E/S|lakibldration a été
réalisée au bleu de Coomassie R250.
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Les profils d’hydrolyse montrent qu'a un rapport E/S de 1:50, la Lf est clivée en trois
principaux polypeptides (pp) de masse moléculaire apparente de 51, 44 et 34 kDa et en un
fragment mineur de 2kDa (Figure 24A). Ces fragments sont respectivement désignés pp51,
pp44, pp34, pp24. Avec un rapport E/S de 1:50, ces fragments résistent a l'action de la
trypsine pendant 10 h d'incubation. Lorsque le rapport E/S est de 1:200, nous observons la
génératio d'un autre fragment de masse moléculaire apparente de 37 kDa en plus des quatre
autres fragments déja cités. Par ailleurs, le fragment pp24 est obtenu en plus grande quantité a
ce rapport qu'avec le rapport E/S précédent (Figure 24B). Dans le caspgiart E2S de
1:384, les profils d'hydrolyse sont similaires a ceux obtenus avec E/S = 1:200 (Figure 24C).

Ainsi, afin d'obtenir une production maximale de grands fragments tout en limitant
leur hydrolyse subséquente, nous avons retenu des conditionppdet 8/S = 1:50 et de
durée de réaction de 4 h a 37°C pour géenérer les padieiseNet Clobe de la Lf comme
avaient montré Masoet al (1987). Le degré de saturation en fer de la lactoferrine est
également un facteur important pouvant interféreic deeprocessus d'hydrolysde degré
d’hydrolyse diminue en effet lorsque la saturation en fer augmente (Brines & Brock, 1983).
La Lf que nous avons utilisée dans nos expériences renfermait des teneurs en fer de 19%
(valeur calculée a partir du rapporte&Aqsgo). La Figure 25 montre la génération des
fragments principaux qui ont été séparés par-BBSE, électrotransférés sur membrane de
PVDF puis identifiés par microséquencage d'Edman et par spectrométrie de masse.
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Figure 25.

Profil électrophorétique (SDSPAGE 15%) des fragments produits par hydrolyse trypsique
ménagée de la Lf bovineLa Lf (1 mg.mL}) a été incubée avec la trypsine a 37°C selon un rapport
massique E/S de 1:50. Un volume réactionnel def25 été prélevé aprés 4 h et déposé sur-SDS
PAGE (puits 2). Des margqueurs de masses moléculaires ont été déposés dans le premier puits et la Lf
non hydrolysée dans le puits 3. La coloration a été réalisée au bleu de Coomassier R250.
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3. Séquencage des fragments générés

3.1 Séquencage chimique selda méthode d’Edman

Les résultats du microséquencage chimique des quatre grands fragments de Lf générés
par hydrolyse trypsique ménagée sont présentés dans le Tableau 6. La détermination de la
région Nterminale de pp51 débute au résidu 285 de la Lf, la séquence XFQLFGXPP-
déerminée correspondant a la région?&dpra® de la Lf mature. Ainsi, le peptide pp51
pourrait étre le fragment-@rminal Sef®>-Arg®®®. Baker et al(1987) ont isolé un fragment
de 51 kDa et déterminé que ce fragment contenait la totalité-ldbeCansi que 15% de
I'extrémité Gterminale du Nobe et le peptide connecteur des deux lobes formant une hélice
D Le peptide pp44 correspond aussi a la régidob€ de la Lf, mais sans le peptide de
connexion, la séquence identifiée VVWCAVGPEEorrespondant a la région V& GIu**.

Le peptide pp44 pourrait ainsi correspondre a la régiter@inale Val*>-Arg®®®. Ceci est en

accord avec les travaux de Bakar al (1987) qui ont montré qu'un peptide de masse
moléculaire 44 kDa correspondait @-lobe dépourvu du peptide connecteur des deux lobes.
Quant aux deux autres grands fragments, pp34 et pp24, ils correspondelobaudd la Lf.

La séquence Nerminale de pp34 APRKNVmontre que ce fragment est un peptide N
terminal de la Lf. Il pourii& correspondre de facon hypothétique & la régiort-Atg®®* dans

la mesure ou cette région correspond a une masse moléculaire de 34 kDa. Le fragment pp24
correspond a un peptide débutant au résidu 122 de la Lf bovine, sa séguiemable étant

XAGXIl PMG-, soit Set?>Gly**°. Il pourrait correspondre & la région $8Arg®®*de la Lf

mature.

Tableau 6. Identification des fragments pp51, pp44, pp34 et pp24 de la lactoferrine obtenus par
hydrolyse trypsique ménagée.

Fragment N-terminale Sequence Region Lobe
(Edman Sequencing) (MS/IMS)

pp51 SFQLFGXPP Sef®-Arg®®® C-lobe

pp44 VVWCAVGPEE- Val**-Arg®® C-lobe

pp34 APRKNV- Ala’—Lys8%?89arg284 N-lobe

pp24 SAGXIIPMG- Sert?- Lys?8Y28Iarg?®*  N-lobe

91



3.2 ldentification par spectrométrie de masse

Les peptides pp51 et pp44 correspondant 4mb€ de la Lf ont été hydrolysés par la
trypsine puis leur séquence a été déterminée par fragmentation MS/MS de leurs peptides
trypsiques. Letaux de recouvrement deggaiences respectives de pp5l1 et ppd4d a été
déterminé par identification des fragments au moyen du logiciel myProms. Ainsi, 19 peptides
issus de pp51 ont été détectés et identifiés par MS/MS (Annexe 1) et permettent de confirmer
que pp51 correspond bienanégion Clobe Sef®>Arg®®® De méme, 15 peptides de pp44
ont été détectés et ont permis de déterminer que pp44 correspond bien a la #iégen C
ValP*-Arg®®°(Annexe 2). La différence entre les deux peptides pp51 et pp44 est que pp44 ne
contient pas ni peptide de connexion ni aucun résidu dab& contrairement a pp51
(Tableau 6) (Baker et al1,987).

Les peptides du Nbbe pp34 et pp24 ont été plus difficiles a identifier dans la mesure
ou de nombreux résidus Arg et Lys, sites spécifiguement reconnus par la trypsine, sont
présents dans la zone correspond a la régieerr@inale du MNobe (sites potentiels
d'hydrolyse par la trypsine soulignés dans les annexes 3 et 4). L'utilisation de la trypsine aurait
généré des peptides trop petits, et donc indétectables par spectrométrie de masse dont la limite
de détection est de 400 Da environ. La chymotrypsine a donc été choisie pour hydrolyser ces
deux peptides avant analyse MS/MS des fragments chymotrypsiques. Ainsi, 15 peptides ont
éte détectés dans le cas de pp34 et 6 peptides dans le cas de pp24 (Annexe 3 et 4). En
combinant l'analyse par microséquencage himn des quatre fragments et I'analyse par
spectrométrie de masse, et en tenant compte des spécificités de coupure de la trypsine et de la
chymotrypsine, il a été possible de déterminer I'extrémitér@inale de pp34 comme celle
de pp24 a plus ou moins 4 résidus pres. En effet, le peptide chymotrypique KLLSKAQEKF
identifié pour les deux fragments trypsiques pp34 et pp24 correspond a la régdrg2be-
la Lf. Au-dela du résidu PR278 et avant le résidu S285 (résidu Nerminal de pp51
correspondant au-{dbe) se trouvent donc 3 sites possibles qui auraient pu étre la cible de la
trypsine lors de la génération de pp34 ou pp24 283, Lys282 et Arg284. |l existe ainsi 3
possibilités pour pp34 : AleLys®®, Ala'-Lys?® et Ala-Arg?®* et 3 possibilité pour pp24 :
Ser?4Lys?® Sef?Lys?®? et Set*~Arg?®* (Tableau 6 et Figure 26).

Dans la littérature, deux peptides correspondant d4ob8& de masses moléculaires
apparentes similaires de 34 kDa ont été supposeés correspondre soit a la ség8dmni=e|4-

Lf (Sitaram & Mcabee, 1997) soit a la séquene28Q Supertiet al, 2001), confirmant que
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I'identification précise de 'extrémitét€rminale des fragments correspondant dob¢ reste
difficile.

Peptide de Connexion
Lactoferricin b 334-344

Lf | i N -Lobe v < C- Lobe N

G285

-
1-280/282/284
- !
\/345 345-689

122-280/282/284 ‘L
Figure 26.

Représentation schématique de I'hydrolyse ménagée de la lactoferrine bovine par la trypsine,
générant les peptides pp24, pp34, pp44 et pp51. Les segments correspondantlabe Nt Clobe

ont été déterminés par microséquencage chimique d'Edman et paospite de masse MS/MS. Le
N-lobe et Clobe sont en jaune et bleu, respectivement. Le segment rouge représente le peptide
connectant les deux lobes. Le segment vert représente la région correspondant a la lactoferricine b

(adapté de Bellamy et al., 1992b).

285-689

4. Purification des fragments de la lactoferrine

4.1. Purification des fragments du Nobe

Nous avons purifié les fragments duldbe de la Lf par AKTAFPLC sur la colonne
analytique échangeuse de cations TSKE8® (Figure 27) et analysé les 3 fractions obtenues

en SDSPAGE (Figure 28).
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Figure 27.
Profil chromatographique AKTA -FPLC d’échange de cations sur colonne TSK SBPW de
I'hydrolysat trypsique ménagé de lactoferrine. Une quantité d@ mg de peptides (2 mL) a été
chargée sur la colonne équilibrée avec 0.05 M de phosphate de sodium, pH 7,0. Un double gradient
linéaire de 0 a 0,5 M de NaCl et de 0 a 250 mM deQHHa été appliqué pendant 25 min a un débit
de 1 mL/min. La courbe continue de couleur marron indique le gradient réel de force ionique
déterminé par mesure de la conductivité de la phase mobile en sortie de colonne et lvexearbe
pointillés indique le gradient linéaire théorique de NaCl.

L'analyse électrophorétique (SEPAGE) des fractions collectées indique que les deux
fragments correspondant auldbe, pp34 et pp24, sont principalement €lués dans la fraction
F1, c’estadire dans le volume mort de la colonne (Figure 28). Etant donné que I'hydrolyse
enzymatique (réaee a pH 8,2) est stoppée par abaissement du pH a 3, la présence de sels
augmente significativement la force ionique de I'échantillon et donc de la phase mobile aprés
l'injection de I'échantillon sur la colonne (pic de force ionique en Fi@iMe De ce fait, les
protéines interagissant faiblement avec la phase stationnaire ne sont pas retenues sur la
colonne; c’est le cas des fragments pp34 et pp24. La fraction F2, non retenue également sur
la colonne, contient des reliquats de pp34 et ppl gue le fragment pp44 dul@be. Cette
observation est peut étre liée au fait qu’il existe une interaction entre le fragment pp34 (et
probablement pp24) et le fragment pp44 dlok® (Legrand et gl.1986), ce qui expliquerait
pourquoi les polypeptides du-lNbe sont retrouvés dans deux fractions distinctes. Le
fragment pp51 ainsi que de la Lf résiduelle ne sont retrouvés qu’en trés petite quantité dans
F3, c'estadire dans le lavage de la colonne par 0,5 M de NaCl (Figure 28). Une
concentration de 0,5 M de NaCl se révele donc insuffisante pour €éluer la Lf et pp51, tous deux

interagissant fortement avec la phase stationnaire.
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Figure 28.

Caractérisation électrophorétique (SDSPAGE a 15% d’'acrylamide) des fractions collectées

apres séparation chromatographique de I'hydrolysat trypsique ménagé de lactoferrineM :
marqueurs de masses moléculaires ; Hyd : hydrolysat trypsique obtenu aprés 10 h de réaction
a 37°C et avec E/S = 1/385 (dépdt5 ug) ; F2: dépbt del2 ug ; F3: dépdt de 9 ug ; F4:
depdt de 5 pg; bLf : lactoferrine bovine (dépodl5 pg). Les protéines sont révélgesr
coloration au nitrate d’argent. .

Afin de retenir le Nlobe sur la colonne et d’éluer pp51 en fin de gradient, I'hydrolysat
trypsique a été dialysé et la concentratiomale en NaCl dans la phase mobile a été
augmentée (1,0 M au lieu de 0,5 M). Cependant, comme précédemment, les fractions F1 et F2
ont été éluées avant I'application du gradient de NaCl et on observe encore un pic de force
ionigue au moment de I'élution de F2 malgré la dialyse effectuée (Figure 29). Par rapport a
'expérience précédente, le fragment pp34 est mieux retenu sur la colonne et une partie
significative est éluée dans la derniere fraction de lavage (F4). Néanmoins, le fragment pp34

co-élue ave@pb51l et la Lf résiduelle (Figure 30). Il n’est donc jamais obtenu pur.

Nous avons donc choisi de garder les conditions expérimentales précédentegs (c’'est
dire sans dialyser I'hydrolysat), car les fragments correspondard@aeNsont ca@lués dans

la méme fraction avec une tres bonne pureté.
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Figure 29.
Profil chromatographique AKTA-FPLC d’échange de cations sur colonne TSK SBPW de
I'hydrolysat trypsique ménagé de lactoferrine traité par dialyse. Une quantité demg de peptides
(2 mL) est chargée sur la colonne équilibrée avec 0.05 M de phosphate de sodium, pH 7,0. Un double
gradient linéaire de 0 a 1,0 M de NaCl et de 0 a 250 mM dgOMHest appliqué pendant 25 min a un
débit de 1 mL/min. La courbe continue de couleur marron indique le gradient réel de force ionique
déterminé par mesure de la conductivité de la phase mobile en sortie de colonne et la courbe verte en
pointillés indique le gradient linéaire théorique de NaCl.

Figure 30.
Caractérisation électrophorétique (SDSPAGE 15 %) des fractions collectées aprés séparation
chromatographique de I'hydrolysat trypsique ménagé de lactoferrine et dialyseM : marqueurs
de masses moléculaires ; Hyd : hydrolysat trypsique obtenu aprés 10 h de réaction & 37°C et avec E/S
= 1/385 (dépdt 15 pg) ; F2: dépdt del2 pg ; F3: depdt de 9 pg ; F4: dépdt de § pof :
lactoferrine bovine (dépétl5 ug). Les protéines sont révélées au bleu de Coomassie R250.

4.2. Purification du C-lobe de la lactoferrine sur colonne C4

Comme le montre le paragraphe précédent, la paftab& est difficile a purifier a
partir de I'hydrolysat de Lf par échange de cations. Aussi, nous avons opté pour une
séparation HPLC en phase inversée -tH.C) sur colonne C18, méme si ce type de
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chromdographie présente I'inconvénient d’un risque de dénaturation des protéines (emploi de
solvant tel que 'acétonitrile, de conditions de pH acide et de pression 10 fois plus élevée). Par
RP-HPLC, apres optimisation du gradient d’'acétonitrile, le fragmemtl pgst élué dans
I'épaulement d’'un pic (Figure 31), la fraction collectée (F3) montre néanmoins une excellente

pureté (Figure 32).

Figure 31
Chromatographie HPLC en phase inversée de I'hydrolysat trypsique en conditions ménagées de
la Lf. Une quantité de 4 mg d’échantillon est chargée sur la colonne Nucleosil C4. Un gradient non
linéaire d’acétonitrile (ACN) est appliqué en présence de 0,1% d’aditleoroacétique (TFA) a un
débit de 0,25 mL/min. Les fractions F1 a F6 ont été collectées.

Figure 32.
Profil électrophorétique (SDSPAGE a 15% d'acrylamide) des fractions F1F6 collectées lors du
fractionnement RP-HPLC de I'hydrolysat trypsique de lactoferrine (Lf). Des quantités de 208
de protéines sont chargées dans le gel (volumes d&R9 es protéines sont révélées par le nitrate
d’argent. M : marqueurs de masses moléculaires ; Ig@munoglobulines G CL : chaindourde ;
Cl : chaine légére ;£LG : Aactoglobuline ; BLA : BAactalbumine ; BSA sérumalbumine bovine
PP3: compoant3 des protéosegeptones ou lactophorineLSP : protéines de lactoséruntyd :
hydrolysat trypsique ménagé de Lf.
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5. Hydrolyse trypsique/chymotrypsique pour la génération de petits peptides de Lf

Dans un deuxieme volet de notre travail, nous avons été amenés a rechercher si des
fragments peptidiques plus courts de la Lf étaientaussi capables d’interagir avec le LSR.

Il a donc été nécessaire d'hydrolyser la Lf de maniére beaucoup plus poussée afin de générer
un hydrolysat ne contenant que destpgeptides et exempt de protéine ou deefNClobes
résiduels pouvant interférer dans les tests d’interaction avec le LSR.

Un hydrolysat trypsique de Lf a tout d'abord obtenu apres réaction a 37°C pendant 4 h
et avec un rapport E/S de 1:50. Un temps de réaction plus long était inutile, car la Lf est trés
résistante a l'attaque trypsique, tout comme ses partiebeNet Clobe (Figure 33).
L'hydrolysat trypsique obtenu a été, a son tour, soumis a une seconde hydrolyse enzymatique.
La seconde enzyme choisie est la chymotrypsine que nous avons fait agir sur I'hydrolysat

trypsique pendant 15 h, avec un rapport E/S de 1:200.

L'anayse électrophorétique montre que dans ces conditions, les peptides pp51 et pp24 sont
completement hydrolysés tandis que pp34 n'est clivé qu'en partie et que pp44 reste en quantité
significative dans le volume réactionnel (Figure 33). A c6té de ces grands fragments résistants

a l'attaque enzymatique, de petits peptides sont toutefois générés (Figure 33).

Figure 33.
Profil électrophorétigue (SDSPAGE 15%) des différents types d’hydrolysats (Hyd) de la
lactoferrine (Lf). Les pistes 3 et 4 caractérisdtitydrolyse de la Lf aprés 4 h et 15 h d'incubation
avec la trypsine (E/S = 1:50). La piste 5 caractérise I'nydrolyse chymotrypsique réalisée a partir de
I'nydrolysat trypsique de Lf & un rapport massique chymotrypsine/peptides de 1:200 apres 15 h de
réacion. Un marqueur de masse moléculaire a été déposé dans le premier puits et la Lf utilisée pour
I'nydrolyse double dans le second puits. M : marqueur de masses molécllaimdoration a été
réalisée au bleu de Coomassie R250.
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Les plus grands fragments sordlors séparés des petits peptides par
ultrafiltration/centrifugation dans des cellules Amicon de seuil de coupure 10 kDa et 3 kDa.
L'analyse des peptides retrouvés dans le filtrat a été réalisée par spectrométrie de masse (ESI

MS et MS2). La liste dees peptides est présentée en Annexe 5.

Il était également important de prendre en compte le fait que la Lf et ses produits
d’hydrolyse sont glycosylés (Annexe 6). En effet, la Lf bovine posseéde 5 sites de N
glycosylation et les chaines-§lycanniques sont de type oligomannosidique ou encore de
type complexe Macétyllactosaminique (Pierce et,al991). Les sites Ask33 et Asn545
sont liés a des glycannes de type oligomannosidiguigsiement tandis que les sites A368
et Asnd76 sont liés a des glycannes des deux types (Hutchens KA%). Plus récemment,
un cinquieme site de la Lf bovine a été identifié comme étant glycosylé ; il s'agit du site Asn
281 (Wei et al. 2000). Ces chaines glycanniques pouvant jouer un role dans l'interaction avec
le récepteur LSR, nous avons préparé une fraction dépourvue de glycopeptides de ce double
hydrolysat, afin d'évaluer si les structures glycanniques étaient déterminantes pour
l'interaction. L'élimination des glycopeptides a été réalisée par précipitation a I'éthanol froid.

6. Discussion

Les technologies de séparation sur membrane (ultrafiltratbaynard et al 1989) et
de chromatographies d’échange d’ions (Feteal, 2006), d’interactions hydrophobes
(Yoshida, 1989) et d'immunoaffinité (Tet al, 2001) sont les technologies les plus utilisées
pour préparer la Lf a grande échelle. Dans un premier temps, nous avons utilisé la méthode de
Sharmaet al (1999) qui combine la chromatographie d’échange de cations (résine CM
Sephadex &0) et la filtration sur gel (résine Sepharos@2@) et nous avons obtenu une Lf
pure a 90%, un taux de pureté inférieur au taux requis pour la suite de I'étude.

Dans un second temps, nous avons utilisé la technologieasgéomatique AKTA
FPLC. Le fait que le pH isoélectrique de la Lf soit basique (environ 9,0) a été mis a profit
pour purifier la Lf par chromatographie d'échange de cations sur colonne HiTrap CM. Nous
avons ainsi pu préparer rapidement de la Lf bovine pure a plus de 95% de pureté en une seule
étape, pour un rendement d'environ 50 mg de Lf par litre de lait. Aprés purification, I'objectif
a eté d’hydrolyser la Lf pour séparer la partidoNe de la partie dbobe afin de déterminer

guel domaine structural est impliqué dans l'interaction entre la Lf et le UB& hydrolyse
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ménagee a été optimisée pour libérer autant que possible les domagéstdminaux. Ces

deux domaines sont reliés enex par un peptide connecteur formant une hélBaker &

Baker, 2004). L'hydrolyse par la trypsine résulte eséfaaration des deux domaines (Mason

& Brown 1987). Lhydrolyse trypsique de la Lf produit des fragments résistants a l'attaque de
la trypsine in vitro (Broclet al, 1976) comme in vivo aprés ingestion (Kuwata gt2401).

Dans nos conditions expérimentales, nous avons observé également que les fragments
correspondant aux domaineddbe et Clobe (essentiellement pp34 et pp44) sont résistants a
l'attaque trypsique et que la Lf bovine est également tres résistdittedrolyse dans la
mesure ou la trypsine n’hydrolyse pas complétement la Lf apres 10 h d'incubation pour des
rapports E/S variables de 1:50, 1:200 et 1:384. Cette résistance a I'hydrolyse nous n’a permis
d’hydrolyser les grands fragments complétemerdagic les grands fragments sont séparés

des plus petits par simple centrifugation en utilisant des filtres de seuil de coupure égal a 10
kDa. Plusieurs études ont rapporté que la Lf et ses fragments de masse moléculaire supérieure
a 20 kDa sont stables dans le tractus gastestinal visavis de la dégradation protéolytique
(Haradaet al, 1999 ; Kuwataet al, 2001). Par ailleurs, nous avons observé que pp44 (C
lobe) est un peu plus résistant que pp34ofd¢) envers la trypsine. Cette différence pourrait

étre attribuée a la présence de ponts disulfures plus nombreux pour pp44 que peimgpp34

gu'a la présence de chainesgNcanniques (Legranét al, 1988). La révélation PAS a

montré que les 4 fragments pp51, pp44, pp34 et pp24 sont glycosylés.

La séparation des deux lobes a été réalisée par chromatographie-FNIA
d'échange de cations, technique non dénaturante qui permet ainsi de conserver les propriétés
structurales natives du-Nbe, notamment (le ®be n’a pu étre isolé par cette technique).
Cependant, il n‘a pas été possible de séparer pp34 et pp24, ces fragments provenant tous deux
du N-lobe ayant la propriété de s'associer eatne (Legrancet al.,1986). Le fragment pp51
correspondant au domaineld@be a été, quant a lui, purifié par HPlen phase inversée.
Néanmoins, un faible pourcentage d'acétonitrile (13,6%) est utilisé pour son élution, ce qui

peut permettre sa purification dans des conditions faiblement dénaturantes.
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CHAPITRE 2

Purification et caractérisation physicahimique du récepteur LSR
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Jusqu’a ce jour, toutes les études concernant le LSR ont été réaliseée®inivivibro
sur des formes non purifiées de LSBellules, membranes ou membranes enrichies en LSR.
Par exemple, la plupart des études concernant l'interaction LSR / lipoprotéines (CM, VLDL,
LDL) ou la protéine RAP ont été réalisées sur des cellules de fibroblastest(aen1994)
alors que les études de ligand blot ont été réalisées sur des extraits membranaires de cellules
hépatiques enrichies en LSR (Mann et 4095; Troussardt al.,1995). Pour une meilleure
compréhension des mécanismes fonctionnels de&capteur, il était nécessaire d’isoler ce

récepteur sous forme purifiée, de facon a développer des approches de type structure/fonction.

1. Purification du LSR a partir de membrane plasmique de foiale rat

Nous avons développé une méthode chromatographique afin de purifier en une seule
étape le LSR a partir de préparations membranaires enrichies en LSR. Les protéines
membranaires enrichies en LSR ont été préparées a partir de foies pexfratésidés de 9 a
12 semaines, suivant le protde développé par Manet al. (1995), puis elles ont été
fractionnées par chromatographie d’échange d’anions avec la technologie-FATA

(Figure 34).

Les différentes fractions collectées ont été analysées par électrophoréfAGBES
En particulier, Ie profils des fractions F3 et F4 montrent 3 bandes protéiques de masses
moléculaires apparentes de 68, 64 et 58 kDa (Figure 35). Ces masses apparentes sont
similaires a celles rapportées dans la littérature pour les dusités du LSR, respectivement
D Det E(Yen et al, 1999 ; Mesli et al., 2004). Un trés bon degré de pureté est obtenu dans la
fraction F4. Cependant, une bande est détectée par le bleu de Coomassie au niveau du dépot et
pourrait correspondre a du LSR agrégé, ce dernier étant diffariedissocié par I'action

combinée du SDS et duntercaptoéthanol.
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Figure 34.
Profil chromatographique obtenu lors de la purification du LSR a partir de membrane
hépatique par échange d’anions sur colonne Mono Q HR5/5 connectée a un systéme AKTA
FPLC. La colonne est équilibrée avec du tampon-H@ 20 mM, pH8,0, contenant 13 mM de
CHAPS, 2 mM d’EDTA et 150 mM de NaCl (tampon A). Une quantité de protéines totales de 3,17 mg
a été chargée sur la colonne. Un gradient linéaire de 150 a 900 mM de NaCl dans le tampon A est
appliqué pendant 14 min. Le débit est 1.0 mLnein’absorbance est mesurée a 280 nm.
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Figure 35.

Profil électrophorétique (SDSPAGE a 12% d’acrylamide) des fractions chromatographiques F1

a F4 collectées lors de la séparation des protéines de membranes hépatiques par AKRAC.

Des quantités de 208 de protéines ont été chargées dans le gel. Les protéines sont détectées par le
bleu de Coomassie. PM : protéines de membrane hépatique ; M : marqueur de masses maléculaires

2. Immunodétection du LSR par Western blot

Les protéines de la fraction F4 puinées étre les soeumités du LSR ont été
identifiées par la technigu&estern bloavec des anticorps polyclonadg lapin, et ce apres

électrophorése en conditions réductrices ou non réductrices. En conditions non réductrices, le
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profil de SDSPAGE présente aprées révélation une bande de masse moléculaire apparente de
240 kDa environ, compatible avec la masse moléculaire présumée du LSR, et reconnue par
les anticorps. En conditions réductrices, l'analyse montre que 2 bandes de masses
moléculaires apparentes de 58 et 68 kDa sont immunoprécipitées, ce qui permet de les
identifier comme étant bien les sewsités du LSR (Figure 36A). La réaction est plus intense
avec la sousnité 68 kDa comparativement aux saumdtés de masses moléculaires
inférieures.Le contréle de pureté réalisé par révélation au nitrate d’argent ne montre pas de
contamination par d'autres protéines (Figure 36B). Finalement, en utilisant notre méthode
chromatographique, une quantité de 0,11 mg de LSR d'un bon degré de puretéea pu étr

obtenue par foie de rat.

Figure 36.
Immunodétection du LSR purifié. (A) Identification des sousnités du LSR par Western blot (puits
2 et 3) ef(B) contréle électrophorétique de pureté de F4 par révélation au nitrate d’'argent (puits 5 et
6). L'électrophorese SDBAGE est réalisée avec un gel & 10% d’acrylamide en présence de SDS et de
Emercaptoéthanol (puits 3,6) et en absenceAieercaptoéthanol (puits 2 et 5). Une quantité de 20
A protéine a été déposée sur le gel. Apres électrotransfert sur membrane en PVDF, la membrane a
été traitée par un agent bloquant (3% de sérumalbumine bovine) puis incubée avec les anticorps anti
LSR de lapin. Finalement, les protéines immunoprécipitées ont été révélées par des anticlg@@s anti
conjugués a une peroxydase. Puits 1 et 4 : marqueurs de masses moléculaires.

3. Caractérisation du LSR par électrophorese bidimensionnelle 2BAGE

Afin de rechercher la présence d'éventuelles isoformes, une électrophorese
bidimensionnelle a été réalisée. Elle combine une isoélectrofocalisation (IEF) dans un
gradient de pH de 3 a 10 et une SPSGE a 10% d’acrylamide. Le profil bidimensionnel de
la fraction F4 contenantdesousunités du LSR montre 4 spots majeurs de protéines, les deux
premiers présentant une masse moléculaire apparente de 68 kDa et les deux suivants des
masses moléculaires apparentes respectives de 64 et 58 kDa (Figure 37).
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Electrophorése bidimensionnelle (premiére dimension : IEF ; deuxieme dimension: SEFAGE a
10% d’acrylamide) des sousunités du LSR présentes dans la fraction chromatographique F4.
Une quantité de 1009 (200 A) de protéines a été chargée dans le gepdeniere dimension. M :
marqueurs de masses moléculaires-48S. spots majeurs révélés au nitrate d’argent

Les deux premiers spots, correspondant a la masse moléculaire apparente de la sous
unité D ont des points isoélectriques (pHi) de 6,75 et 6,92. Le troisieme spouEtu®) a
un pHi de 5,72 et le quatrieme spot (sangé B un pHi de 5,92 (Tableau 7). La variabilité
isoélectrique observée peut résulter en partie d'une phosphorylatiteblea visible
notamment en ce qui concerne la soogé D La différence de pHi entre les deux isoformes
majeures (pHi = 0,17) est du méme ordre de grandeur que les différences observeées entre les
pHi des variants de phosphorylation de la cas&iégune par Girardet et a(2006). En effet,
le degré de phosphorylation de cette caséine varie de 2 a 7 groupes phosphates et, a chaque
ajout d'un groupe phosphate, le pHi apparent diminue de 0,14 + 0,01 unité (Girardget et al
2006).

Tableau 7. Caractéristion des masses moléculaires apparentes et des pHi expérimentaux des
sousunités du LSR de rat (huméro d'accession dans Swigsot : QOWU74)

Spots Sousunité du pHi pHi théorique® Masse Masse
LSR expérimental® moléculaire moléculaire
apparenté® (kDa) | théorique® (kDa)
1 D 6,92
2 6.75 5,97 68 62,33
3 'D 5,72 6,08 64 60,35
4 E 5,69 6,16 58 54,87

aDétermination par 2EPAGE.

PPoints isoélectriques et masses moléculaires moyennes desisités protéiques (calculées sans le peptide
signal) déterminés avec le logiciel Protparam disponible a I'adresse

http://web.expasgrg/cgibin/compute pi/pi_tool
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Ce résultat est en accord avec les études de Moser & White (2006), qui ont caractérisé
par spectrométrie de masse plusieurs phosphopeptides isolés aprés hydrolyse de protéines de
foie de souris. Parmi ceti, nous avons identifié grace au logiciel FindPept
(http://web.expasy.org/findpept/ le phosphopeptide de séquence
pSVDALDDINRPGSTESGR comme étant un fragment de la -smit¢ Ddu LSR, le
fragment 436461 (Figure 38). Nous en déduisons donc que le résidut3Beest bien

phosphorylé. Villén et al(2007) ont recherché les peptides phosphorylés présents dans un
extrait de foie de souris de 21 jours. Parmi les peptides identifiés, ces auteurs ont retrouvé 6
peptides issus duSR (Figure 38; Sequences en orangd analyse de séquence de ces 6
peptides révele 11 sites potentiels de phosphorylation (Figure 38). Toutefois, les sites

effectivement phosphorylés n'ont pas été identifiés dans cette étude.

1 60
MAPAAGACAG APDSHPATVV FVCLFLIIFC PDPASAIQVT VSDPYHVVIL FQPVTLPCTY
61 120
QMSNTLTVPI VIWKYKSFCR DRIADAFSPA SVDNQLNAQL AAGNPGYNPY VHISVRTV
121 180
RVVATKQGNA VTLGDYYQGR RITITGNADL TFEQTAWGDS GVSVYUSA QDLDGNNEAY
181 240
AELIVLGRTS EAPELLPGFR AGPLEDWLFV VVVCLASLLL FLLLGICWCQ CCPHTCCCYV
241 300
RCPCCPDKCC CPEALYAAGK AATSGVPSIY APSIHLSP AKTPPPPPAM IPMGPPYGYP
301 360
GDFDR DVDGSVSSEV RSGYRIQANQ QDDSMRVLYY MEKELANFDP
361 420
SRPGPPNGRYV ER SRPS S PRTWEQEPLQ
421 480
EQPRGGWGSG RPRAR RGRAYAPPR
481 540
DLPHSR DPHYYDDIRS RDPRADPRSR QRSRDPRDAG FRSRDPQYDG RLLEEALKKK
541 593

GSGERRRVYR EEEEEEEGQY PPAPPPYSET DSQASRERRL KK

Figure 38.
Modifications post-traductionnelles potentielles de la souanité Ddu LSR de rat (numéro
d'accession dans Genbank NP_116005 et dans Swiset Q9WU74). Les sites potentiels de
phosphorylation sont en orange et soulignés et ceux-digcsylation en bleu et soulignés. En grisé:
site effectivement phosphorylé (cette étud®dquences en orange : phosphopeptides identifiés
expérimentalement pour le LSR de souris par Villen et(2007). Les sites potentiels de-O
glycosylation ont été déterminés par nos soins avec le logiciel NetOGlyc (disponible sur le site
www.expasy.org) et les sites potentiels de phosphorylation ont été déterminés avec le logiciel
phosphosite (www.phosphositgppar Villen et al.(2007). En italique : peptide signal, en vert et
souligné : possibilité dun pont disulfure entre QY8 et Cysl65 (dapres
Www.uniprot.org/uniprot/Q9WU 4
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4. Recherche de glycosylations éventuelles du LSR

Lorsque les protéines sont glycosylées, la partie glucidique participe parfois a la
fonction physiologique. Les glycannes sont par exemple impliqués dans l'interaction protéine
protéine, la reconnaissance entre I'héte et le pathogene, l'interaction entre un récepteur et une
toxine ou encore dans la transduction d’'un signal (Hashimoto e2C4lQ). Ainsi, il était
essentiel de déterminer si le récepteur LSR pouvait étre glycosylé ou non afin d’évaluer le cas
eéchéant, le i@ de ces glycosylations sur la fonction biologique du LSR ou la régulation de
son activité. Le LSR ne possédant pas dans sa structure primaire de séquence consensus de N
glycosylation du résidu Asn (séquences AXsmx-Ser ou AsnXxx-Thr, Xxx étant un résidu
guelconque sauf Pro), il ne renferme vraisemblablement pasgiigcdsylation. Concernant
la O-glycosylation de résidus Ser ou Thr, les prédictions théoriques calculées avec le logiciel
NetOGlyc (disponible sur le site expasy.org) montrent que seulement 2 sit@3,6Tétr Thy
283, pourraient étre glycosylés (Figure 39).
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Figure 39.
Prédiction d’O-glycosylations en fonction de la séquence du LSR de rat (probabilité calculée
avec le logiciel Net OGlyc sur le site expasy.ord)a droite rouge présente le seuil-dessus duquel
un résidu donné peut constituer un site -gji@cosylation.

Afin d’explorer cette possibilité, la fraction F4 contenant le LSR a été séparée par
électrophorése SDBAGE en conditions non réductrices pélisctrotransférée sur membrane
de PVDF et la présence éventuelle de glycoprotéines a été révélée spécifiguement par le
réactif de Schiff apres oxydation a I'acide periodique 1% (révélation: P&8odic acid

Schif) selon la méthode de Egito et £00]). Cette méthode PAS appliquée sur membrane
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de PVDF présente I'avantage d'étre beaucoup plus sensible que la traditionnelle méthode de
Kapitany et Zebrowski (1973) directement appliquée au gel de polyacrylamide. La Lf et ses
fragments d’hydrolyse ont étéilisés comme témoins positifs de la réaction de coloration
(Figure 40). Le LSR, dont la masse moléculaire apparente est de 240 kDa en conditions non
réductrices, n'est pas détecté par la révélation PAS et ne serait donc pas glycosylé, dans la

limite de déection de la révélation PAS.

a b
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Figure 40.

Révélation spécifique des glycoprotéines électroéluées sur membrane PVDF aprés migration par
SDSPAGE en conditions non réductrices. Des quantités de 30, 60 et 0de Lf, des produits
d’hydrolyse ménagée (Hyd) de la Lf, et de LSR ont été déposées dans les puits, respectivement. a)
Révélation de la membrane au bleu de Coomassie G250. b) Révélation PAS de la membrane (PAS :
Periodic Acid Schijf M : marqueurs de mass moléculaires.

5. Discussion

Le récepteur LSR, principalement exprimé dans le foie, a été jlsqeatiellement
purifié & partir de membranes d'hépatocytes isolées par ultracentrifugation en gradient de
saccharose (Yeeat al.,1994; Mann et aJ.1995). Dans ce travail, nous avons développé une
méthode en une étape de purification du LSR par chromatographie d'échange d'anions en
utilisant la technologie AKTAFPLC. Cette étape s'est révélée étre cruciale pour la
caractérisation des propriétés sturales du LSR qui a suivi. Cependant, la répétitivité des
injections sur la colonne Mono Q augmente rapidement la epression dans la colonne et
cela reste un inconvénient majeur, cometad du codt élevé de ce type de colonne. Bien que
'expressiondu LSR puisse étre augmentée dans les membranes par injection préalable de
leptine (Kovaneret al, 1979, Stengeet al, 2011), nous n‘avons pas traité les 75 rats a la
leptine, car le protocole est difficile & mettre en place pour autant d'animausndenrent
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obtenu apres purification indique cependant que la méthode de préparation du LSR est
efficace pour obtenir le récepteur en relativement grande quantité {tfidse)Pavec une
grande pureté (contrdlée par SBAGE en conditions réductrices ou narductrices, 2D

PAGE, révélation aux anticorps ahfsR et au nitrate d'argent).

L'analyse SDIPAGE a mis en évidence que les sangés du LSR sont reliées entre
elles par des ponts disulfures intercaténaires, ce qu'avaient déja observé Yef2GA83l
Outre les ponts intercaténaires, il existe vraisemblablement des ponts intracaténaires, comme
celui prédit entre les résidus C¥$3 et Cysl65 (elon les données disponibles sur le site
www.uniprot.org/uniprot/Q9WU74).La masse moléculaire apparente diSR a été
déterminée par électrophorése en absencerderdaptoéthanol (conditions non réductrices)

a 240 kDa, tandis que les sausités D D et Eprésentent des masses moléculaires apparentes
respectives de 68, 64 et 58 kDa (déterminées en présencendecalptoéthanol), ce qui
correspond aux masses moléculaires rapportées dans la littérature a partir de la séquence
protéique déduite de la séquence d’AD¥erf et al, 1999 ; Mesli et al.2004). Cependant,

des études d'immunprécipitation et de ligand blavaient suggéré I'existence possible de
deux types de structure quaternaire : une structure trimérique détiget une structure de

type tétramérique de typB E (Yen et al, 1999), Ddésignant au sens large s@bu D car

les deux types de sousités n'‘ont pas pu étre distinguées par les techniques utilisées.
L'analyse électrophorétique que nous avons réalisée sur le LSR purifi€ nous améne a une
autre proposition. En effet, les 3 types de amitds sont visibles elonc bien présentes,
excluant un assemblage de tyfek ou type Q E. En conséquence, la structure quaternaire

du récepteur correspond plus vraisemblablement a une structure de Bppour une masse
moléculaire apparente du complexe de 248 kiassethéorique 246,2)sous réserve que
d’éventuelles modifications pestductionnelles ne perturbent pas le comportement
électrophorétique.

La caractérisation physiethimique du LSR passe, entre autres, par la recherche de
modifications postraductionndks, les plus courantes étant la phosphorylation etdes &
glycosylations (en plus du peptide signal correspondant aux 35 premiers résidus et a
I'existence de ponts disulfures déja évoquée). L'analyse par électrophorese bidimensionnelle
(2D-PAGE) a pemis de déterminer le pHi apparent des smiges. Dans le cas des sous
unités D et Eles pHi expérimentaux sont plus acides que les pHi théoriques calculés a partir
de la séquence en acides aminés, ce qui va dans le sens de la présence éventuelle de résidus

phosphorylés (les groupements phosphates abaissent sensiblement les valeurs des pHi par
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rapport a celles des formes non phosphorylées). Dans le cas de-lmig@éUu3 les valeurs de

pHi expérimentales des deux formes isoélectriques sont en revanche supérieures a la valeur
théorique calculée pour la forme non phosphorylée et I'on utedpac pas conclure quant a

la présence éventuelle de groupements chargés (phosphates ou acides sialigues dans le cas
d'une glycosylation). Cependant, la différence observée entre les deux isoformes (environ
0,15 unité pH) correspond bien a une différedcm groupement phosphate (Girardet et al.
2006). En effet, la présence d'un groupement carboxylique supplémentaire aurait abaissé le
pHi de 0,3 unité pH. C'est ce qui est observé lors d'une désamidation spontanée d'un résidu
Asn en résidu Asp ou isoAsp (Girardgtal, 2004). Par ailleurs, une sialylatigariable entre

les deux isoformes de la seusité Ddu LSR {.e., une différence d'un résidu d'acide N
acétylneuraminique) ne semble pas étre possible au regard de la difféerence des pHi. La
révélationPAS spécifique des glycoprotéines n'a pas montré la présence de glycannes sur le
LSR, alors que la Lf et ses fragmentsdtl Globes utilisés comme témoins positifs réagissent

bien au réactif de Schiff. La recherche de sites potentiels de glycosylati¢en Stucture
primaire du LSR montre en effet qu'il est peu probable que ce récepteur soit glycosylé.
Cependant, si le LSR n'est paggNcosylé, on ne peut exclure totalement qu'il ne soit pas O
glycosylé, les sites THI76 et Thi283 étant les sites lgslus probables. Concernant la
phosphorylation, différents auteurs ont isolé des phosphopeptides du LSR (Kir2604al;

Moser & White, 2006 ; Villen et gl 2007). Six phosphopeptides issus du LSR ont été
identifiés et renferment au total de 11 phosphorylations (sur 15 sites potentiels prédits par le
calcul) (Villen et al, 2007). Bien que la position exacte de ces phosphorylations par rapport a
la séquence ne soit pas encore identifiée exactement, tous ces phosphopeptides sont localisés
dans la partie @erminale 228&93. En utilisant les résultats d’'une autre étude portant sur la
caractérisation de phosphopeptides issus d’'un hydrolysat de protéines d’hépatocytes de rat
(Moser & White, 2006), nous avons identifié le résidu-&& du LSR comme étant

réellement phosphorylé.
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CHAPTER 3

Effet de la lactoferrine sur la ligmie postprandiale et évidence
d’'une interaction directe entre la lactoferrine et le recepteur LSR
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1. La lipémie postprandiale chez des souris traitées par la lactoferrine

L’objectif global de notre étude était de comprendre par quel(s) mécanidané&fs)
exercait son effet sur la lipémie pgmtindiale et de rechercher si le LSR pouvait constituer
une cible pour la Lf. Dans la mesure ou les analyses parPREE ont révélé que la Lf
commerciale renfermait bon nombre d’impuretés (Figure 41), et que nos études d’interaction
exigeaient des quantités relativement importantes de Lf, nous avons été amenés a purifier de
la Lf a partir de lait cru, comme décrit dans le chapitre 1 de ce manuscrit. Les études
antérieures ayant montré que la Lf inhibait la e postprandiale, lorsqu’elle est injectée
par voie i.v.(Huettingeret al, 1988; Huettinger et a] 1992; Ziere et al. 1993; Crawford &
Borensztajn, 1999), nous avons d’abord vérifié que la Lf purifiée par nos soins exercait le

méme effet.
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(Sigma) (Lab)
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Figure 41.
SDSPAGE 12% montrant le profil électrophorétique des Lfs utilisées dans cette étade.
Marqueurs de masses moléculaires (M). 2. Lf bovine commerciale (Sigma). 3. Lf bovine purifiée au
laboratoire a partir des protéines lactosériques (lab). 4. Prasilactosériques obtenues apres
précipitation des caséines (LSP). BSA : sérumalbumine bovinelg®&C Immunoglobulines G
chaines légeres ; H@G : Immunoglobulines G chaines lourdesALg : FElactoglobuline La
coloration a été réalisée au bleu de Coomassie R250.

Pour ce faire, des souris males (C57BL/6J) ont été maintenues sous régime standard au
laboratoire jusqu’'a I'dge de 14 semaines. Ces souris ont ensuite recu une injection de
lactoferrine pure (2mg/souris) en solution dans 100 pL de tamB&(&u le méme volume
de tampon PBS pour le lot témoin) par voie veineuse (veine caudale). Immédiatement apres

l'injection de Lf, les souris ont été gavées avec 300 pL d’huile d’olive comme source de
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lipides, pour induire la lipémie peptandiale. L’évalition de la lipémie postprandiale a été

suivie par dosage des TG plasmatiques, immédiatement apres le gavage, puis toutes les heures
pendant 3 hAfin de valider les résultats obtenus, nous avons également vérifié que la Lf
n'avait aucun effet sur les taabe glycérol libre. L’'augmentation de glycérol libre mesurée 1

h aprés gavage est de 16 + 4.5 pg'pbur le groupe controle et de 18.8 + 2.3 pg hpour

le groupe traité a la Lf.

L’effet de la Lf se traduit par une augmentation marquée de la lipéntiprosliale
dans les deux premiéres heures qui suivent I'injection (Figure 42). Par rapport aux souris
témoins, le taux de TG plasmatiques est 4,3 fois plus éevé(049) au bout d'une heure
pour les animaux traités par la Lf (Figure 43), suggérantl’gperation des triglycérides
plasmatiques provenant des lipides alimentasgalentie chez ces dernieres. Au bout de 2
h, la différence entre les deux lots de souris est moins marquée et elle disparait apres 3 h,

temps au bout duquel on retrouve aux de TG quasiment égal au taux de base.
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Figure 42
Effet de la Lf sur le taux de triglycérides plasmatiques de souris en phase postprandial2es
souris males agées de 7 semaines ont été maintenues sous régime standard pendant 7 semaines. Les
VRXULV RQW HQVXLWH UHoX XQH LQMHFWLRQ GH /I ERYLQH PJ
été gavées avec 300 uyl d’huile d'olive comme souteelipides, pour induire la lipémie pest
prandiale. Le taux de TG plasmatiques en phase postprandiale a été déterminé pour chaque lot de
souris, selon le protocole décrit en matériel et méthodes. Le graphe présente la valeur moyenne +
I'écart a la moyenn€SEM) pour chaque groupe (n=4). Ladst de Student a été utilisé.

La méme expérience conduite en parallele avec de la Lf commerciale Sigma montre
aussi une augmentation du taux de triglycérides plasmatiques une heure aprés injection, mais

cet effet est moins marqué qu’avec la Lf purifiée au laboratoire (Figure 43Yfdeenice
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entre les deux pouvant s’expliquer par la présence de certaines des impuretés présentes dans
la Lf commerciale. Néanmoins, ces résultats indiquent que les effets observés sur la lipémie

postprandiale proviennent uniquement de la Lf, et non d’éventuels contaminants.
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Figure 43

Augmentation du taux de TG plasmatiques 1 h apres injection de Lf purifiée ou commerciale.
Les conditions expérimentales sont celles de la Figurd.d3yraphe présente la valeur moyenne +
I'écart a la moyenne (SEM) pour chaque groupe (nt4é)test non paramétrique de Makvhitney a
été utilise.

Ces résultats sont cohérents avec ceux de la littérature (Huettinger1&x8a),, qui
décriventque l'administration intraveineuse de Lf conduit a une augmentation dertaelipé
postprandiale. Ces études proposent que leffet observé résulte d'une inhibition de
I'épuration des chylomicrons (CM) sous l'action de la Lf. Dans la mesure ou le LSR est
impliqué dans I'épuration des CM lors de la phase-pastdiale, ce récepteurograit

constituer la cible d’action de la Lf.

Des études ayant montré que la Lf était capable de pénétrer dans le noyau de cellules
érythroleucémiques humaines (lignée K562 ; Gatrél., 1992) et de réguler I'expression
génique en agissant comme facteur de transcription d’'un certain nombre de genes (He &
Furmanski, 1995), nous avons, dans un premier temps, recherché si I'expression du LSR était

affectée par la Lf. Ces travaux sont dévpkpdans le paragraphe suivant.
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2. Effet de la Lf sur la transcription du gene Isrdans des cellules Hepaf

L’effet de la Lf sur la transcription du géne Brété testé par PCR quantitative. Pour
déterminer si la transcription du geneésait affectée par la Lf bovine, des cellules Hejta 1
ont été préincubées 5 min avec 0.4 et 0.8 mM d'oléate, puis 3 h avec de la Lf (2'ng.mL
37 °C. En paralléle, des expériences de contrdle ont été réalisées, sans incubation avec
'oléate, ou sans Lf. Les résals de PCR quantitative montrent qu’en présence de 0.8 mM
d’oléate, la quantité relative d’ARNm (rapport de la quantité d’ARNm correspondant au LSR/
guantité d’ARNm obtenu a partir du gene HRPT pris comme référence) est significativement
diminuée lorsque les cellules ont été incubées avec Fididie 44)alors que tous les autres
cas ne présentent pas de différences significatives.
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Figure 44.
Influence de la lactoferrine sur la transcription du géne Isr dans des cellules HepélLes cellules
Hepa 16 ont été incubées avec 0,4 mM ou 0,8 mM d’oléate pendant 5 minutes, puis avec 2 mg/mL de
Lf bovine pendant 3 h a 37 °C. Les résultats présentés sont la moyenne de 3 expériences + SD de la
guantité d’ARNm relative obtenue pour le LS&pfrort de la quantité d’ARNm pour le LSR / quantité
d’ARNm obtenue pour HRPT, pris comme référenadeur moyenne et écatgpe).La valeur de p
indique les différences significatives.

La Lf semblant moduler la transcription du gene codant pour le bS&s avons
recherché si la Lf affectait aussi le processus de maturation et d’épissage conduisant aux 3
sousunités D D and E Nous avons reconduit les expériences de PCR quantitative pour les
3 sousunités individuelles en utilisant des primeggcifques et les résultats obteni$glre
45) montrent les mémes tendances. En présence de Lf, la quantité relative d ARNm codant
correspondant aux 3 soeusités individuelles (rapport entre le taux d’ARNmM correspondant

aux sousaunités individuelles du LSR & taux d’ARN obtenu a partir du gene référence) est
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significativement diminué dans les cellules traitées par de la Lf en présence de 0.8 mM
d’oléate, par rapport a l'incubation avec I'oléate seul. La-soit¢ Ese distingue des deux

autres sousinités en ce sens que l'addition de Lf en I'absence d'oléate se traduit, pour la
sousunité E par une augmentation de la transcription, alors que pour les deux autres, nous

n'observons de différence dans les mémes camditi
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Figure 45.

Influence de la Lf sur la quantité relative d’ARNm correspondant aux 3 sousinités du LSR.Les
cellules Hepa %6 ont été incubées avec 0,4 mM ou 0,8 mM d’oléate pendant 5 min, puis avec 2 mg/ml
de Lf bovine pendant 3 h & 37 °C. Les hads présentés sont la moyenne de 3 expériences + SD de la
quantité d’ARNm relative obtenue pour chacune des-gniiés du LSR (quantité d’ARNm pour une
sousunité donnée / quantité d’ARNm obtenue pour HRPT, pris comme référence). La valeur de p
indiqueles différences significatives

Ces résultats montrent qu’en présence d’oléate, la Lf semble réduire d’environ 20 % a
la fois la quantité d’ARNmf(ll length et dARNm matures, correspondant aux différentes
sousunités, ce qui est comparable a la diminution de 20% du taux d’ARNm du facteur de
stimulation des colonies de macrophages observée suite a un traitement de la lignée cellulaire

5637 de fibroblastes embryonnaires par la Lf (Pezical., 1995). Par ailleurs, le fait que la
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diminution du taux d’ARNh correspondant aux seusités individuelles soit du méme ordre
de grandeur que celle de 'ARNmM non mature suggére que l'action de la Lf s’exerce avant
'événement d’épissage alternatif. Ces observations semblent donc cohérentes avec le fait que

la Lf puisse jouer le role de régulateur transcriptionnel du géene Isr.

3. Influence de la Lf sur le taux d’expression protéique du récepteur LSR dans des

cellules Hepa 16

Nous avons poursuivi cette étude dans le but de rechercher si I'effet observé au niveau
transcriptionnel avait une répercussion sur le taux d’expression protéique du LSR exprimé

dans les cellules Hepa6l

Les cellules Hepa-& ont été traitées dans les mémes conditions gdessius et des
westernblots ont été réalisés, en utilisant I'actine commeading controb> (Figure 46A).
Ces immunoblots révelent seulement une Iégere tendance a la diminution de I'expression du

LSR en présence de,ldui est cependant non significative (Figure 46B).
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Figure 46.
Effet de la Lf sur I'expression protéique du LSR dans des cellules Hepa6l A) Westernblots.Les
cellules Hepa 6 ont été traitées par 0,4 ou 0,8 mM d’oléate pendant 5 min, puis incubées en
présence de Lf (2 mg/ml) pendant 3 h. Les cellules ont égs)\ieé extraits cellulaires déposés sur
SDSPAGE et des westettriots ont été réalisés avec un anticorps 48R. La révélation a été
effectuée avec un anticorps secondaire couplé a la HRRn8)yse densitométrique de I'expression
protéique normalisée par rapport _au niveau d’expression de I'actirighaque histogramme
représente la moyenne de 3 expériences individuelles La différence entre les valeurs est considérée
comme significative pour une valeur de p <0,05 a I'issue-tiesi
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Des études antérieures avaient montré que la Lf exogéne pouvait étre internalisée et
transloguée dans le noyau de cellules de carcinomes humains (lignée H1299 ; Fleet, 1995;
Sonet al., 2006). Ces études montrérent que la Lf peut affecter la transcription du géne Isr
commeelle affecte la transcription d’autres genes (Son .et28002). Toutefois, aucun effet
significatif de la Lf n'est observé sur le taux d’expression protéique du LSR, suggérant que le
ralentissement de I'épuration des TG alimentaires observé inmnvégi pas lié a une
diminution de la quantité de complexe LSR.

4. Interaction LSR-Lactoferrine
4.1 Colocalisation de la lactoferrine et du LSR a la surface de cellules Hep#® 1

Cette étude a été realisée dans le but de rechercher une possible interaction entre la Lf
et le LSR exprimé a la surface de cellules Heyfa tbut d’abord par la mise en évidence
d’'une colocalisation de ces deux protéines, suite a l'incubation de adsselh présence de
Lf.

Dans ce but, la Lf a d'abord été marquée par une sonde de fluorescence (Alexa Fluor
488). Des études antérieures avaient montré que les résidus d’acides aminés basiques et
chargés positivement étaient probablement a [l'origine de la reconnaissance et de
l'internalisation de la Lf par d’autres récepteurs de lignées cellulaires (HuetinglerL 988)
telles que des cellules épithéliales (Suzuki et281Q1), HeLa, US7MG et 5637 (Pencoakt
2001), ou des cellules Ca@ofAshidaet al, 2004). Dans I'hypothése ou la reconnaissance de
la Lf par le LSR pourrait, elle aussi, impliquer ces acides aminés basiques, nous avons choisi
d’utiliser une sonde ne modifiant pas ces acides aminés, de facon a ne pas risquer de perturber
l'interaction. Nous avons ainsi retenu I'Alexa Fk#@8, sonde connue pour se fixer sur les
groupements aldéhydiques des protéines par peroxydation douces des groupements osidiques
(monoholosides/saccharides) sans toucher les acides aminés basiques. Lesngoualiti
marquage que nous avons utilisées (voir Matériels et Méthodes, paragraphe 10) ont permis

d’obtenir une Lf marquée a raison de 3,7 moles de sonde par mole de Lf.

Différents essais de colocalisation ont alors été menés, en jouant sur les conegntratio
de Lf marquée et le temps d’incubation, de facon a optimiser les signaux obtenus.
L’expression du LSR a la surface des cellules Hejfa dl également été optimisée par

l'incubation des cellules en présence de 10 ng-uit leptine (Stenger et a2010). Enfin, les
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cellules ont été incubées en présence de Lf marquée par I'’Alexa Fluor 488 pendant 10 min a
37 °C. Aprés permeéabilisation, le LSR a été détecté par un anticorisS&nte lapin, puis

les cellules ont été incubées avec un anticorps secondatig@rdie lapin marqué par une
sonde Alexa Fluor 555. Les cellules ont été observées au microscope cordocales
images Figure 47), la Lfmarquée par I'Alexdluor est visualisée en vert (Figure 47A), le

LSR marqué par I'Alexa fluor est visualisé emge (Figure 47B). La superpositides deux
images A et Brfierge) conduit a une coloration orange dans les zones de colocalisation.

A. Lf (vert) B. LSR (rouge)

C. «merge»
(Orange)

Figure 47.
Images de microscopie confocale illustrant la colocalisation du LSR et de la Lf a la surface de
cellules Hepa 16. Les cellules ont été incubées avec de la leptine (10 fYy.pendant 1 h &
37 °C de facon a optimiser I'expression du LSR, puis avec 0.8 mM oléate et enfin avec la Lf
marquée par I'Alexa Fluor 488 (2 mg.mMLen présence d'oléate pendant 10 min & 37 °C. La
présence de LSR est détectée par un anticorpd &mi(Sigma, HPA007270, 1/100 dilution,
2 h, température ambiante) suivie d’'une incutbatavec un anticorps secondaire conjugué a
de I'Alexa Fluor 555 (dilution 1/2000) pendant 1 h a température ambiante. Le noyau des
cellules est détecté par incubation avec du DA®J6-diamidino2-phenylindole, dilution
1/500, 15 min a température ambiaptLa figure A montre la Lf marquée (fluorescence
verte), le LSR est visualisé (en rouge) sur la figure B. La figure C montre la colocalisation du
LSR et de la Lf (zones orange).

Les premiers résultats obtenus semblant indiquer une colocalisation du LSR et de Lf,
différents essais ont alors été menés, en jouant sur les concentrations de Lf marquée et le
temps d’incubation, de fagon a optimiser les signaux obtenus. De plus, lesmogsont été

conduites en absence et en présence d’oléate (0,8 mM), composé connu pour activer le LSR
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via un changement conformationnel (Mann et B995) afin d’évaluer si I'activation du LSR

était importante ou non pour une éventuelle interaction avec la Lf.

Les résultats de ces expériences montrent que l'allongement de la durée d’incubation
avec la Lf a 20 min en présence d'olédtmres 48B et 48D) comme en I'absence d'oléate
(Figures 48A et 48C) donne des profils peu difféerents de ceux obtenus précédeBmiment.
revanche, nous observons qu’en absence d’oléate, les images obtenues different des images
obtenues avec 0,8 mM d'oléate. De plus, des 10 min d’incubation (Figure 48B), nous
observons une colocalisation réguliere du LSR et de la Lf sur le pourtour des cellules, et cette

observation est encore plus marquée apres une incubation de 20 min (Figure 48D).

A B
No oleate 10 min + oleate 10 min
C D
| |
No oleate 20 min + oleate 20 min
Figure 48.

Images de microscopie confocale illustrant l'effet de la présence doléate et du temps
d’incubation sur la colocalisation du LSR et de la Lf & la surface de cellules Hepa6l Les

cellules ont été incubées avec de la leptine (10 riy.mpéndant 1 h & 37C de facon & optimiser
I'expression du LSR, puis avec la Lf marquée par I'’Alexa Fluor 488 (2 rifyenll’absence d’oléate

et en présence d’'oléate pendant 10 min et 20 min a 37 °C. La présence de LSR est détectée comme
précédemment.

L’ensemble de ces résultats montre que le marquage de la Lf par I'’Alexa Fluor 488
constitue une sonde efficace pour visualiser la Lf sur la surface de cellules d’hépatomes. En

utilisant cette approche, nous avons réeussi a mettre en évidence une catotaisaSR et
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de la Lf a la surface des cellules Hep@, suggérant que la Lf puisse se fixer sur le LSR. En
absence d'oléate, le traitement des images ne montre qu’un tres faible degré de colocalisation,
suggérant que I'activation du LSR est nécessdima@connaissance de la Lf. Ce faible signal
obtenu en I'absence d’oléate (Figures 47 et 48) s’explique vraisemblablement par le fait que
le sérum de veau fcetal présent dans le milieu de culture des cellules renferme des AGL, ce
gui permet une certaine activation du LSR, a un degré moindre cependant que I'ajout de 0,8
mM d’oléate.

4.2 Etude de l'interaction LSR/Lf par la technique du ligandblot

Les expériences précédentes ont établi que le LSR et la Lf colocalisaient a la surface
de cellules d’hépatomes, suggérant une interaction directe possible entre les 2 protéines. Pour
tester cette hypothese, nous avons mené des expériences deblgaedre les deux
partenaires protéiques purifiés. Une quantité de 20 pg de LSR purifié a été déposée par puits
sur un gel de SDBAGE en conditions non réductrices, puis transférée apres migration sur
une membrane de nitrocellulose. Aprés visualisation des protéines par coloration au Rouge
Ponceau, la membrane a été découpée en deux séries de bandes contenant des dépdts
identiques pour les liganbllots Une série a été placée 5 min en présence de 0,8 mM d’oléate
avant incubation avec la Lf, la seconde série a été directement incubée avec la Lf (2)mg.mL
pendant 1 h a 37 °C. Apres révélation et traitement avec 0,8 mM d’oléate puis incubation avec
la Lf, on observe une bande de masse moléculaire apparente de 240 kDa, correspondant a la
bande obtenue pour le complexe LSR en conditions non réductrices (Figure 49), indiquant
gue la Lf est liée au récepteur dans les conditions expérimentales utilisées. Dans les mémes
conditions, mais en I'absence d'oléate, aucune bande protéique n’est visible sur la membrane
apres icubation avec la Lf et révélation. Un contréle négatif a également été effectué de
facon a vérifier 'absence d’interaction entre I'anticorps -afhtet le LSR (Figure 49,
colonnes 1 et 2). Cette expérience apporte pour la premiére fois des arguments en faveur
d’'une interaction LSR/Lf, et montre également que l'interaction entre les deux partenaires

n’est possible que lorsque que le récepteur a été activé par un acide gras.
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Figure 49.
Expériences de ligand blomontrant I'interaction de la Lf bovine avec le LSR A) Le LSR purifié a
été déposé sur un gel de SBSGE a 10% en conditions non réductrices (20 pg/puits) et transféré
apres migration sur membrane de nitrocellulose. Apres traitement de la membraneBgk (8% ),
les bandes ont été incubées en présence de 0,8 mM d'oléate (colonnes 2, 4, et 6) ou en absence
d’'oléate (colonnes 1, 3 et 5), suivi d'une incubation pendant 1 h a 37 °C avec de I'anticorpbk anti
comme contréle (dilution 1/100, en 1 et 2),dzula Lf (2 mg.mt, en 3 et 4) ou de I'hydrolysat de Lf
(2 mg,mL’, en 5 et 6). La révélation du complexe LSR/Lf a été réalisée par chimioluminescence en
utilisant un anticorps secondaire (1/2000) couplé a la HRP.SB)ISPAGE montrant le profil
électrophoétique de la Lf ou de son hydrolysat utilisés pour les expériences de bgand-

4.3 Expériences de compétition entre la Lf et les VLDL pour la fixation sur le LSR

Dans le but d’établir un lien possible entre la fixation de la Lf sur le LSR et I'effet
observén vivo (inhibition de I'épuration de TG alimentaires), des expériences de compétition
ont été réalisées, au cours desquelles le LSR purifié immobilisé suramenzbété incubé en
présence d’oléate, de particules VLDL (particules riches en TG) préalablement purifiées et de
concentrations croissantes de Lf. La fixation des VLDL au LSR a été révélée par la détection
de I'apoB (Figure 50A). Comme le montre la Figg0B, la fixation des particules VLDL
diminue avec 'augmentation des concentrations en Lf, montrant que la fixation de la Lf entre
en compétition avec les particules de lipoprotéines pour la fixation sur le récepteur, et peut

donc empécher la fixation des ligands lipoprotéines.
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A Détection par lanti -apoE Détectionp.latr anti -apoB Cont{éles
r L 1

'apoB apoB apoE '

LSR ==
+Oléate (mM) 0,8 08 0,8 08 08 0,8 Oléate +
+VLDL (RgmLY) 1 20 50 1 20 50 20 20 20

LSR =

Lf (mg.mL?Y) o 0,5 1 3 5

Figure 50.
Expériences de compétition entre la Lf et les VLDL pour la fixation sur le LSR. A. Mise au point
de la détection d’'un complexe LSRLDL. Le LSR purifié a été déposé sur un gel de-BBGE a
10% en conditions non réductrices (20 pg/puits) et transféré apres migration sur membrane de
nitrocellulose. Aprés traitement de la membrane par la BSA (3%), les bandes ont été incubées en
présence de 0,8 mM d’oléate ou en absence d’'oléate, suivi d’une incubation pendasit 1 a@vec
des VLDL humaine. La révélation du complexe LSR/VLDL a été réalisée par chimioluminescence en
utilisant un anticorps primaire apoB ou apoE et un anticorps secondaire (1/2000) couplé a la HRP.
Un contrdle a été réalisé pour vérifier 'absencentiiraction quand I'oléate n’est pas présent.
B. Expériences de compétition Le LSR purifié a été déposé sur un gel dB/ASEES4a 10% en
conditions non réductrices (20 ug/puits) et transféré aprés migration sur membrane de nitrocellulose.
Les bandes de nitoellulose ont été incubées 1 h & 37 °C avec20 ig.delVLDL, en présence de
concentrations croissantes de Lf. Aprés lavages par du PBS renfermant 0.5% de Ti@0nles
bandes ont été incubées avec un anticorpsauB et révélées par chimioluminescence, comme
précédemment.

4.4 Interaction entre les produits d’hydrolyse ménagée de la Lf et le LSR

Afin d’établir si les domaines isolés de la Lf étaient toujours capables d’interagir avec

le LSR, et le cas échéant, de caractériser le domaine derésponsable de linteraction,

nous avons réalisé une hydrolyse ménagée de la Lf par la trypsine et avons réitéré
'expérience précédente avec, dans un premier temps, le mélange de fragments obtenus dans
les conditions décrites dans le paragraphe "hydeslyenzymatiqueshydrolyse ménagée de

la lactoferrine par la trypsine" (Matériels et méthodes). Dans ces conditions, en présence
d’'oléate uniquement, et avec les mémes contréles, nous observons toujours une bande au
niveau du LSR (Figure 49), indiquant qu’au moins un des fragments issus de I'hydrolyse

ménagee de la Lf est capable d’interagir avec le récepteur.
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4.5 Interaction entre le LSR et les domaines N\et C-terminaux de la Lf

La Lf ainsi que le mélange de fragments issus de son hydrolyse ménagée ayant la
capacité a se lier au LSR, nous avons voulu localiser plus précisément la région de la Lf qui
était impliquée dans linteraction avec le récepteur. Dans ce but, le fragment pp51,
représentatif du domaine-t€rminal, ainsi que le mélange des fragments pp24 et pp34,
représentatifs du domaine-trminal ont été utilisés pour des expériences de ligand blot
(Figure 51)

En présence d'oléate, nous observons une fixation des fragments représentatifs des
domaines Net Gterminaux sur le LSR. Comme précédemment, cette interaction n’est pas

retrouvée en absence d’'oléate.

Lf N-lobe C-lobe
,—% f ! LI ! 1
kDa M 1 2 3 4 5 6
250 => LSR
150 =>
100 =>
75 =>

0.8 mM oléate (-) (+) (-) (+) () (+)

Figure 51
Ligand-blot montrant I'interaction des domaines N et C-terminaux de la Lf avec le LSR Le LSR
purifié a été déposé sur un gel de SBYSGE a 10% en conditions non réductrices (20 pg/puits) et
transféré aprés migration sur membrane de nitrocellulose. Apres traitement de la membrane par la
BSA (3%)Jes bandes ont été incubées en présence I'oléate (en colonnes 2, 4 et 6) ou en son absence
(en 1, 3 et 5) pendant 5 min & 37 °C, puis avec de la Lf (2 riigenL3 et 4) ou les fragments
correspondant aux domaines Bt Gterminaux (2 mg.mt, en 3 et 4, et 5 et ,6 respectivement) puis
avec de l'anitorps antiLf (dilution 1/100, La révélation a été effectuée comme précédemment. M :
marqueurs de masse moléculaire

Alors que des études antérieures ayant montré que les charges positives de la région
N-terminale de la Lf étaient déterminantes pourtisgtibn aux cellules parenchymales de foie
et sa capacité a inhiber la capture des lipoprotéines renfermant de I'apoE (Huettinger et al.
1992), notre étude montre que les domainestNC-terminaux ont tous deux la capacité a étre
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reconnus par le LSR, suggérant que des facteurs autres sont impliqués dans l'interaction entre

la Lf et ce récepteur.

4.6 Interaction entre le LSR et les peptides issus de I'hydrolyse de la Lf par la trypsine et

la chymotrypsine

De facon a rechercher si des produits d’hydrolyse plus petits étaient capables de
conserver leur capacité a se lier au récepteur, une hydrolyse plus complete de la Lf a été

réaliség(cf paragraphe 5 et Figure 33).

Les études de ligandlot présentées sur la Figure B%ontrent que le mélange de
produits d’hydrolyse, ainsi que le mélange de peptides recueillis dans I'éluat aprés passage sur
membrane a seuil de coupure de 10 kDa gardent la capacité a se fixer sur la forme activée du
LSR. Une analyse en spectrométrie de masse a été réalisée landidentifier les peptides
présents dans I'hydrolysat peptidique. La liste des peptides identifiés est présentée en Annexe
5. Dans la mesure ou cette analyse a révélé la présence d’'un peptide glycosylé, et ou il a été
montré qu’un certain nombre de e@teurs hépatiques étaient impliqué dans I'épuration des
glycoprotéines par reconnaissance de leur partie glycosylée (Pizzol&84l), nous avons
éliminé la fraction glycosylée par précipitation a I'éthanol froid et montré par ligandjixot
cette fraction non glycosylée gardait la capacité a se lier au LSR.

Controle  Lf Hyd  Peptides Peptides déglycosylés
wa MT 23 4567 8 9

250 -» LR
150

100 »
75 >

50 =
0.8mM oléate (1) (+) () (+) () (+) () (+) (+)

Figure 52.
Ligand blot montrant l'interaction entre les fragments d’hydrolyse de la Lf et le LSR.a) Le LSR
purifié a été déposé sur un gel de SBXSGE a 10% en conditions non réductrices (20 pg/puits) et
transféré aprés migration sur membrane de nitrocellulose. Apres traitement de la membrane par la
BSA (3%) les bandes de nitrocellulose ont été incubées 5 min a 37 °C en absence (1, 3, 5, 7) ou en
présence d’oléate (2, 4, 6, 8) avec de ladfrig.mL*, en 3 et 4); le mélange de produits d’hydrolyse
obtenus dans les conditions précédentes (2 mb.en.5 et 6), les peptides d’hydrolyse et peptides
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déglycosyléesGH 00 "~ N'D ' rd BB et9). La révélation a été effectuée comme
précélemment.

5. Discussion

Dans ce chapitre, nous avons tout d’abord vérifié que la Lf que nous avons purifiée au
laboratoire augmentait la durée de la phase postprandiale, comme cela avait été montré
précédemmentHuettingeret al., 1988, van Dijk et al 1991) Nous avons constaté un effet
plus marqué avec la Lf purifiée au laboratoire qu'avec la Lf commerciale, qui peut s’expliquer
soit par le fait que la Lf commerciale renferme certaines impuretés, soit par le fait que la Lf
commerciale a probablementbé différents traitements technologiques auquel n'a pas été
soumise la Lf purifiée au cours de cette étude (préparation a partir de lait cru), et qui
pourraient altérer certaines de ses propriétés, notamment des traitement thermiques
susceptibles de dénaér la protéine

Nous avons recherché si la Lf exercait un effet sur I'expression ou l'activité du LSR.
En effet, la Lf est une protéine relativement résistantérvis des enzymes digestives, qui
peut étre transportée du sérum aux noyaux des cellules, ou elle régule I'expression de certains
genes cibles comme la collagénase 1 de fibroblastes ou la métalloprotéase matricielle MMP1
(BirkedatHansen, 1995). Les études que nous avons réalisées montrent que I'expression
protéigque du LSR est peu affectée, méme si le taux d’ARNm varie de facon significative, dans
certaines de nos conditions expérimentaless qui pourrait avoir une incidence sur la
distribution du complexe LSR entre la membrane plasmique (expression de surface)
etl’intérieur des cellulesNous &ons alors recherché si le LSR pouvait constituer I'une des
protéines cibles de la Lf et les études présentées dans ce chapitre montrent, pour la premiere
fois, que la Lf est capable de se lier au LSR. Deux approches différentes ont permis d’établir
ce pont. Tout d’abord, des expériences de colocalisation menées sur une lignée cellulaire
d’hépatomes de souris (cellules Hep8)lent permis d’établir que la Lf colocalisait avec le
LSR, lorsque celdci est sous sa forme activée (en présence d'oléate). fEn lkdleate
(comme d’autres AG) permet au LSR de subir un changement conformationnel qui expose
le site de liaison des lipoprotéines (Maenal, 1995) La présence d’AG, requise pour
l'activité du LSR, est cohérente avec son role physiologique, puisque le LSR est actif pendant
la phase postprandiale, lorsque les systemes lipasiques exercent leur action sur les TG
d’origine alimentaire, entrainant la libération d’AGQJn |éger signal correspondant & un taux
de colocalisation faible a cependant été observé dans les expériences conduites sans ajout
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d’'oléate. Ceci s’explique vraisemblablement par le fait que les cellules ont été cultivees en

présence de sérum de veau feetal, qui fournit un apport alternatit BAGSR.

Dans un deuxiéme temps, des expériences de ligednt été réalisées sur la
Lf entiere. Les résultats obtenus montrent que la Lf se fixe sur le récepteur, et confortent les
expériences d'immunofluorescence, en ce sens que la fixation n’est détectée que lorsque le
récepteur est activé par les AQCeci sggere que la Lf, comme les lipoprotéines, se fixe sur
un site qui n'est accessible que lorsque le changement conformationnel est réalisé,
contrairement a la protéine RAP dont l'interaction avec le LSR n’est pas dépendante de la
présence d’AG (Troussarcetal., 1995), indiquant que Lf et RAP se lient a des sites distincts
sur le LSR. Le fait que I'activation du LSR soit nécessaire pour la reconnaissancefde la L
nous a conduit a effectuer des expériences de compétition, en utilisant un type de
lipoprotéineriche en TG les VLDL. Ces expériences ont révélé que la Lf inhibait la fixation
des VLDL de facon dosdépendante. Ceci constitue un résultat intéressant qui d’'une part,
établit un lien entre l'interaction de la Lf avec le LSR et I'effet observé sur la lipémie
postprandiale, et fournit d’autre part une premiére explication quant a son mécanisme
d’action. Ainsi, I'effet de la Lf résulte probablement de sa compétition avec les particules
lipoprotéiques pour les mémes sites de fixation sur le réceptewengendre une diminution

de la capture des lipoprotéines par le LSR.

Dans le but d'identifier les régions de l& impliquées dans l'interaction, des
expériences d’hydrolyse ménagée ont été realisées pour isoler les domaineteNrah&lix.
En effet, desconclusions apparemment contradictoires ont été publiées dans la littérature.
Ainsi, Huettinger et aJ.(1992) ont montré que les deux lobes de la Lf se fixaient sur un
récepteur hépatiqgue avec des affinités similaires, et il a également été étabdi @usuih
vitesse d’internalisation du-Mbe était 4 fois moins élevée que celle dibke ou de la Lf
entiere (McAbee et al1993 ; Sitaram & McAbee, 1997). Cependant, d’autres études ont
proposé que l'extrémité &rminale riche en résidus chargés fiesiment ressemble au site
de fixation de I'apoE et pourrait constituer le site de liaison au récepteur. En particulier, la Lf
humaine renferme un cluster de 4 résidus Arg en positbetaine séquence riche en résidus
Lys et Arg en position 2831 (RX-X-R-K-X-R). Sur la base de modification chimiques, des
études, realisées sur des cellules parenchymales, avaient conclu que les résidus Arg du N
terminal étaient cruciaux pour la reconnaissance de la Lf par le récepteur (Huettinger et al
1992, Ziere et la 1992). D’aprés Huettinger et alipe digestion ménagée par la trypsine

clivant le cluster d’Arg en position 2- mais laissant la séquence2bintacte, abolit I'effet
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inhibiteur de la Lf sur l'internalisation des remnants alors qu’une étude deeZi@993) a

conclu qu'une.f tronquée des 14 premiers résidus était un compétiteur plus efficace que la Lf
entiére visavis de la capture des remnants. Les expériences de lidaihgdae nous avons
réalisée montrent que les deux domaines N-&tr@inaux ont chacun, la capacité de se fixer

au LSR sous forme activée. Il convient de rappeler que nous avons travaillé dsekf de
d’origine bovine, qui posséde une séquence RK a la place du cluster de 4 résidus Brg en 2-
De plus, sa séquence en position3250WRMKKLG) diverge de la séquence de Lf humaine.
Cette observation, couplée au fait que les 2 lobes N-tetminaux sont reconnus par le
récepteur, exclut un réle crucial du cluster de 4 Arg et suggére qu'au moins 2 types de
séquences ou de motifs structuraux sont reconnus. De plus, le fait que le mélange de peptides
de tailles modestes, issus de la double hydrolyse par la trysine et la chymotrypsine, conserve
la capacité a se lier au récepteur, suggere que la reconnaissance soit siEpadad et

non pas conformatiodépendante. L’'analyse par spectrométrie de masse du meélange de
peptides montre que si des peptides renfermant des résidus basiques proverabedoht
retrouvés dans I'hydrolysat, aucun peptide basique provenanttdumihal n’est retrouvé,
suggérant que l'interaction fait appel a d’autres critéres qu'une séquence basique. Enfin, le
fait que le mélange de peptides conserve sa proprieté de fixation au récepteur apres
élimination des fragments glycosylés nous permet de corglgréa reconnaissance est basée
uniguement que la séquence peptidique et non pas sur la reconnaissance de structures

glycanniques.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

129



L’élévation de la lipémie postprandiale suite a I'injection par voiedeviLf est due a
I'accumulation de résidus de chylomicrons (remnants) dans la circulation et d’'une épuration
moins efficace de ces particules par le fditudttingeret al., 1988) Ceci a conduit a de
nombreux travaux dont I'objectif étaient I'élucrdies mécanismes moléculaires impliqués
ainsi que le récepteur par lequel ces effets étaient médiés. Cependant, la Lf possede de
nombreusesctivités biologiques, et donc de I'affinité pour un grand nombre de protéines
présentes a la surface cellulaire, pé rendait cet objectif difficile a atteindre (Suzuki &
Lonnerdal, 2002; Suzuki et al2005). Au niveau hépatique, diverses études ont montré
'association de la Lf avec le LRP1, le récepteur des asialoglycoprotéines, ou I'héparane
sulfate (Ji & Mahley, 1994; McAbee et al2000). Parmi ces protéines, le LRP1 était un
candidat potentiel, mais il a été démontré ensuite que ce récepteur ne jouait qu’un rdle mineur
(« backup ») dans I'épuration de ces particules. De plus, la protéineR&H, un inhibiteur
du LRPL, ne modifie pas l'effet de la Lf sur la fixation des particules de type VLDL aux
cellules hépatiques, conduisant a la conclusion que l'effet de la Lf n’était médié ni par le
LRP1, ni le LDL-R. Toutes ces études ont été réalisées jusqgs’alordes modeles cellulaires
ou des extraits tissulaires et n’ont pu aboutir a I'identification du récepteur. En parallele a ces
travaux, un nouveau récepteur, le LSR, a été identifié et caractérisé comme présentant de
fortes affinités pour les lipopratées riches en TG (VLDL et chylomicrons) et comme étant
impliqué dans leur capture, internalisation et dégradation (Stenger2Q14).Le LSR étant
le récepteur principal impliqué dans la régulation de la lipémie postprandiale par la capture
des chylontrons et de leurs remnants, nous avons recherché si le LSR pouvait constituer
'une des cibles de la Lf. La Lf ayant par ailleurs la capacité de se lier avec des affinités
variables a différentes protéines de cellules hépatiques, nous avons choisi de travailler sur du
LSR purifié afin d’éviter toute ambiguité d’interprétation. Au cours de ce travail de these,
nous avons montré que la Lf n'affectait pas le taux d’expression du LSR, et montré pour la
premiere fois que lafl.comme ses produits d’hydrolys#ait capable de se fixer sur la forme
activée du récepteur. De plus, nous avons déterminé qudeslarhit en compétition avec les
VLDL pour la fixation sur le récepteur, et proposé que I'élévation de la lipémie postprandiale
apres un traitement par la £6it médiée, au moins en partie, par son interaction avec le LSR,
qui engendrerait une inhibition diépuration des chylomicrons et de lsuemnants par cette
voie.

Le fait qu'un mélange de peptides de relativement petite taille, issus d’'un double
hydrolyse par la trypsine et chymotigpe conserve la capacité a se fixer au récepteur est une

observation intéressante, qui suggéere que des produits d’hydrolyse de la Lf obtenus dans le
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cadre d’'un processus normal de digestion, par exemple apres consomteaooduits
laitiers, seraient susceptibles de moduler I'activité du LSR a condition qu’ils soient capables
d’atteindre cette cible. Les études futures s’engagent donc dans deux directions distinctes

- une étude in vivqui consisterait a administreeda Lf par voie orale a des souris et a suivre
I'effet sur la lipémie posprandiale. De premiers essais realisés par Delphine Lambert dans le
cadre de son stage deaMter2 montre qu’une injection intpgritonéale de Lf donne des
résultats similaires a I'injection par voiev.j ce quifacilitera la vérification de l'activité
biologique de la Lf ou de ses produits d’hydrolyse in viboutefois, les premiers essais
d’administration par voie orale n'ont pas été concluants et mériteraient d’étre poursuivis a
plus grande échelle, ou sur des temps plus longs, en suivant également la prise de poids versus
un groupe témoin. Une collaboratidevrait débuter prochainement avec le Pr HHirgen
Danneel, de la Fachhochschule Ostwesttalppe, qui a développé un systeme de séparation
des protéines et des peptides a grande échelle, et pourrait nous fournir aussi bien de grandes
guantités de Lf pure (qui sera préparée a partir de fractions de protéines lactosériques
enrichies en Lf) que différentes fractions des peptides issus de ses produits d’hydrolyse. Cette
étude devrait nous apporter une meilleure compréhension de l'influence de la consommat

de laLf sur la disponibilité des lipides pendant la phase postprandigderraettre de définir

de nouvelles approches nutritionnelles afin d'optimiser I'apport lipidique vers les différents
tissus dans les populations ciblées. En effign qu’une alimentation riche en lipides soit
disponible dans le monde industrialisé d’aujourd’hui, certaines populations a risques
pourraient bénéficier d’un apport lipidique plus important. Ainsi, la survie et la croissance
acceléréee de nouveauds prématurés depmEnt d’'une augmentation d’apports caloriques
sous forme de lipides. Les personnes agées et les patients qui ont subi une intervention
chirurgicale sont sujets a une perte de poids importante, souvent associée a un
dysfonctionnement du systéme immunitaiteaeune diminution des chances de survie. Les
études sur la régulation de la disponibilité des lipides permettront le développement de
nouvelles stratégies nutritionnelles supplément alimentaire ou nutraceutique afin
d’augmenter I'efficacité de I'utilisation ou le stockage de ces substrats énergétiques chez ces
patients. D’autre part, laf étant commercialisée comme complément alimentaire, on peut
s’interroger sur les effets d'une consommation réguliere de lactoferrine par des populations
souffrant d’doésité et présentant des complications cardiovasculaires

- Une étude in vitrpvisant & caractériser le ou les peptides impliqués dans l'interaction avec

le LSR. Les analyses de spectrométrie de masse ont révélé qu’'un nombre important de
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peptides était igsent dans la fraction obtenue apres la double hydrolyse. L'objectif serait
donc de préparer a nouveau un hydrolysat dans les mémes conditions, mais a plus grande
échelle, de réaliser son fractionnement, et de reprendre les études d’interaction a\rc le LS
afin tout d’abord de déterminer quelle fraction possede la capacité de se fixer au récepteur, et

finalement quel peptide est responsable de I'interaction.
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Annexe 1.

Détermination des masses moléculaires par FTICRIS des fragments trypsiques de pp51
(d’aprés Poullet et al.,2007)
# Résidus m/z M; (Exp) M, (Cal) Séquence

1 285296 660,84 1319,66 1319,66 R.SFQLFGSPPGQRD

2 297-309 747,92 1493,82 1493,82 R.DLLFKDSALGFLR .l

3 310329 742,42 222425 2224,25 RIPSKVDSALYLGSRYLTTLK .N

4 330341 708,38 1414,75 1414,75 K.NLRETAEEVKAR .Y

5 345356 672,84 1343,65 1343,65 RVVWCAVGPEEQK .K

6 387404 914,44 1826,87 1826,87 K.GEADALNLDGGYIYTAGK .C

7 405416 649,87 1297,72 1297,72 K.CGLVPVLAENRK .T

8 420441 823,45 2467,31 2467,31 K.YSSLDCVLRPTEGYLAVAVVKK .A
9 442-455 802,43 1602,84 1602,84 K.ANEGLTWNSLKDKK .S

10 501-514 768,35 1534,68 1534,68 R.LCALCAGDDQGLDK .C

11 521-:531 677,83 1353,63 1353,64 K.EKYYGYTGAFR .C

12 532544 721,34 1440,66 1440,66 R.CLAEDVGDVAFVK .N

13 571578 474,25 946,49 946,49 R.LLCLDGTR .K

14 604620 630,03 1887,08 1887,08 RAAHVKQVLLHQQALFGK .N

15 609623 840,98 1679,95 1679,95 K.QVLLHQQALFGKNGK .N

16 624633 664,81 1327,60 1327,61 K.NCPDKFCLFK .S

17 638650 747,87 1493,72 1493,72 K.NLLFNDNTECLAK .L

18 651674 896,14 2685,40 268540 K.LGGRPTYEEYLGTEYVTAIANLKK .C

19 675689 863,42 1724,82 1724,82 K.CSTSPLLEACAFLTR .

M; (Exp) : masse relative expérimentale, (@al) : masse relative calculée.
La séquence correspondante est indiquée en caractere gras et entourée des résidus précédent et suivant

pp51 284

_________________________________ v

301 YTR

351 CQQ WSQQSGQNVT CATASTTDDC IVLVLK

401 TSK

451 SCHTA VDRTAGWNIP MGLIVNQTGS CAFDEFFSQS CAPGRDPKSR
501 NDTVWE
551 NTNGESTADW AKNLNREDFR

601 SDR NC SETK

651

Taux de recouvrement de la séquence de pp51 analysée par spectrométrie de masse des peptides
trypsiques (les peptides détectés et identifiés sont en rouge)
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Annexe 2.

Détermination des masses moléculaires pafFTICR-MS des fragments trypsiques de pp44
(d’aprés Poullet et al.,2007)
#  Résidus m/z M, (Exp) M, (Cal) Séquence

1 345357 765,39 1528,77 1528,77 RVVWCAVGPEEQKK .C

2 387404 914,44 1826,87 1826,87 K.GEADALNLDGGYIYTAGK .C

3 405416 687,87 1373,72 1373,72 K.CGLVPVLAENRK .T

4 420441 823,45 2467,31 2467,31 K.YSSLDCVLRPTEGYLAVAVVKK .A
5 442455 802,43 1602,84 1602,84 K.ANEGLTWNSLKDKK .S

6 521:531 677,83 1353,63 1353,64 K.EKYYGYTGAFR .C

7 532544 683,34 1364,66 1364,66 R.CLAEDVGDVAFVK .N

8 571578 474,25 946,49 946,49 R.LLCLDGTR .K

9 579600 579,31 2313,20 2313,20 RKPVTEAQSCHLAVAPNHAVVSR .S
10 601620 562,32 224524 224524 R.SDRAAHVKQVLLHQQALFGK .N
11 609623 840,98 1679,95 1679,95 K.QVLLHQQALFGKNGK .N

12 624633 664,81 1327,60 1327,61 K.NCPDKFCLFK .S

13 638650 747,87 1493,72 1493,72 K.NLLFNDNTECLAK .L

14 651674 896,14 268540 268540 K.LGGRPTYEEYLGTEYVTAIANLKK .C
15 675689 863,42 1724,82 1724,82 K.CSTSPLLEACAFLTR

M; (Exp) = masse relative expérimentale, (@al) = masse relative calculée.

44 345
pp i
351 CQQ WSQQSGQNVT CATASTTDDC IVLVLK
401 TSK
451 SCHTA VDRTAGWNIP MGLIVNQTGS CAFDEFFSQS CAPGRDPK
501 NDTVWE
551 NTNGESTADW AKNLNREDFR
601 SDR SETK
651

Taux de recouvrement de la séquence de pp44 analysée par spectrométrie de masse des peptides
trypsiques (les peptides détectés et identifiés sont en rouge).
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Annexe 3.

Détermination des masses moléculaires par FTICIIS des fragmentschymotrypsiques de pp34
(d’aprés Poullet et al.,2007)

# Résidus m/z M, (Exp) M, (Cal) Séquence

1 9-17 555,75 1109,49 1109,49 W.CTISQPEWF.K

2 3041 639,34 1276,67 1276,67 L.GAPSITCVRRAF.A

3 4259 639,03 1914,06 1914,06 FALECIRAIAEKKADAVTL .D

4 60-72 707,31 1412,60 1412,60 L.DGGMVFEAGRDPY .K

5 7392 763,41 2287,20 2287,20 Y.KLRPVAAEIYGTKESPQTHY .Y
6 93-104 641,86 1281,71 1281,71 Y.YAVAVVKKGSNF .Q

7 1054119 870,95 1739,87 1739,87 FQLDQLQGRKSCHTGL .G

8 107-125 705,35 2113,02 2113,02 L.DQLQGRKSCHTGLGRSAGW .V
9 1264135 579,84 1157,66 1157,66 W.VIPMGILRPY .L

10 1394152 745,40 1488,78 1488,78 W.TESLEPLQGAVAKF .F

11 193208 793,37 1584,73 1584,72 Y.SGAFKCLQDGAGDVAF .V

12 197215 695,68 2084,02 2084,02 FKCLQDGAGDVAFVKETTVF .E
13 216230 916,96 1831,89 1831,90 FENLPEKADRDQYELL .C

14 243268 982,17 294350 2943,50 FKECHLAQVPSHAVVARSVDGKEDLIW .K
15 269278 596,36 1190,70 1190,70 W.KLLSKAQEKF .G

M, (Exp) : masse relative expérimentalg, (@al) : masse relative calculée.

pp34

1 APRKNVRW 'KCR RWQWRMKKL
51

101 LSW

151 FSASCVPC IDRQAYPNLC QLCKGEGENQ CACSSREPYF GY
201 CLNNSRAPVD AF
251 GK NKSR

Taux de recouvrement de la séquence de pp34 analysée par spectrométrie de masse des peptides
chymotrypsiques (les peptides détectés et identifiés sont en rouge). Les sites potentiels
d’hydrolyse par la trypsine (Lys et Arg) sont soulignés et les résidus-términaux probables sont
soulignés et en italique.
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Annexe 4.

Détermination des masses moléculaires par FTICR -MS des fragments trypsiques de pp24
(d’aprés Poullet et al.,2007)

# Résidus m/z M; (Exp) M, (Cal) Seéquence

126-135 579,84 1157,66 1157,66 W.VIPMGILRPY .L

139152 745,40 1488,78 1488,78 W.TESLEPLQGAVAKF .F
193208 793,37 1584,72 1584,72 Y.SGAFKCLQDGAGDVAF .V
197215 695,68 2084,02 2084,02 FKCLQDGAGDVAFVKETTVF .E
216-230 916,96 1831,90 1831,90 FENLPEKADRDQYELL .C
269278 596,36 1190,70 1190,70 W.KLLSKAQEKF .G

oo g0k WP

M, (Exp) : masse relative expérimentalg, (@al) : masse relative calculée.

pp24
122
v
-------------------- -SAGW LSW
151 FSASCVPC IDRQAYPNLC QLCKGEGENQ CACSSREPYF GY
201 CLNI\lSRAPVD AF
251 GK NKSR

Taux de recouvrement de la séquence de pp24 analysée par spectrométrie de masse des peptides
chymotrypsiques (les peptides détectés et identifiés sont en rouge). Les sites potentiels
d’hydrolyse par la trypsine (Lys et Arg) sont soulignés et les résidus-terminaux probables sont
soulignés et en italique.
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Annexe 5.

Analyse par spectrométrie de masse des peptides présents dans le double hydrolysat

RT (min) (expé:\i/lrrr1ental) (call\gl;Iée) Séquence Résidus
13,52 (*) 959,5 (+57) 959,427 (+57) CAVGPEEQK (+57) 348356
15.19 7215 721.33 RPTEGY 428433
15.30 649.4 649 32 GGRPTY 652657
15.35 344.2 344.14 YY 523524
15.80 585.6 585.37 AVAVVK 435440
17.70 204.2 204.09 W n.d.
17.89 702.5 702.34 KGEADAL 386392
18.12 581.4 581.27 LGTEY 661665
18.48 637.3 637.27 NLDGGY 393398
18.89 2726.0 860.44 VKNDTVW (9 Man + 2 543549

(aglycoform) GIcNAC)
19.00 2564.0 860.44 VKNDTVW (8 Man + 2 543549
(aglycoform) GIcNAC)
19.23 800.4 800.32 PTYEEY 655660
10.27 2402.0 860.44  yKNDTVW (7 Man + 2 543549
(aglycoform) GIcNAC)
19.49 2240.0 860.44 VKNDTVW (6 Man + 2 543550
(aglycoform) GIcNAC)
20.38 419.2 419.18 SAGW 1224125
20.79 746.5 746.40 APVDAFK 237243
20.80 1222.5 1222.47 ENTNGESTADW 550560
21.57 666.4 666.32 VDSALY 314319
22.73 674.3 674.43 RMKKL 2529
23.30 878.4 878.38 QDGAGDVAF 200208
23.68 595.3 595 28 ETTVF 211-215
25.13 787.4 787.40 TESLEPL 139145
26.73 402.3 402.23 VVW 345347
27.12 404.2 404.19 LSW 136138
27.50 802.5 802.45 LSKAQEK 271277
28.28 779.3 779.37 DQYELL 225230
31.41 1060.4 1060.51 SWTESLEPL 137145
32.90 674.3 674.33 EDLIW 264268

Les valeurs déM, values correspondent aux masses monoisotopiques. RT : temps de rétention ; nd :
non déterminé Man : mannose; GIcNAc : -Blcetylglucosamine.

* . peptide identifie comme contenant un résidu Cys apres réduction et alkylation par I'iodoacétamide
et également observé sous sa forme monoprotonée alkylée [M+57+H]
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Annexe 6.

Masse moléculaire apparente, nombre de glycannes et pH isoélectrique de la lactoferrine (Lf) et

de ses fragments

Protéine

Masse Masse théorique Chaines de pHi théorique® pHi
Fragment apparente (kDa) (kDa)? glycanne$d expérimental
Lf 80 76,10 5 8,67 8,9
pp51 (Clobe) 51 44,30 3 7,98 -
pp44 (Clobe) 44 37,52 3 6,64 6,2—6,5
pp34 (N-Hobe) 34 31,79 1 9,08 -
pp24 (N-lobe) 24 18,03 1 6,48 -

4Selon Wei et al. (200@002).
Données concernant la forme apoprotéique est calculé en utilisant & I'aide du logiciel, disponible sur

le site suivant http://web.expasy.org/compute .pi/
‘Déterminé par isoélectrofocalisation (IER)amesoret al., 1998 ; Shimazaki et al., 1993).
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Title: Postprandial lipemia and lactoferrin: the Lipolysis Stimulated Receptoas a potential
target.

Abstract. Postprandial lipemia is characterized by an increase in plasma triglydetidgoproteins

after the ingestion of meal, and is important towards determining the bioavailability of dietary lipids
amongst the peripheral tissues. Indeed, elevated posgdripdmia is often observed with obesity

and dyslipidemia, two disorders that can lead to health complications including diabetes and
cardiovascular diseasesadtoferrin (Lf) has been shown to inhibit hepatic chylomicron remnant
removal, resulting in increased postprandial lipemia, for which the molecular mechanisms remain
unclear. The lipolysis stimulated lipoprotein receptor (LSR) has been shown to contribute to the
removal @ triglyceridesrich lipoproteins during the postprandial phase. Theva#s to determine if

there was interaction between Lf and L&®th Lf and LSR were purified witpurities upper to 95%

and characterized. Cell culture studies demonstrated that while Lf does not have any significant effect
on LSR protein levels in mouse Hep@lcells, itcolocalizes with LSR in cells, but only in the
presence of oleate, which is needed to obtain LSR in its active form. Ligand blotting using purified
LSR revealed that Lf binds directly to the receptor in the presence of oleate and prevents the binding
of triglyceridesrich lipoproteins. Both €and Nlobes of Lf, anda mixture of peptides derived from

its tryptic and chymotryptic double hydrolysis retained the abitithind LSR. We propose that the
elevated postprandial lipemia observed upon Lf treatment inisvineediated by its direct interaction

with LSR, thus preventing clearance of chylomicrons and their remnants through the LSR pathway.

Key words: postprandialipemia, chylomicrons, triglycerides, peptides, enzymatic hydrolysis, fatty
acid

Titre : Lipémie postprandiale et lactoferrine : le Lipolysis Stimulated Rceptor comme cible
potentielle.

Résumé.La lipémie postprandiale se caractérise par une augmentation des lipoprotéines riches en
triglycérides aprés un repas, et joue un rdle important dans la biodisponibilité des lipides alimentaires
pour les tissus périphériques. En effet, une lipémie paedale élevée est souvent associée a
I'obésité et a une dyslipidémie, deux composantes du syndrome métabolique qui peuvent engendrer
des complications médicales, incluant diabéte et maladies cardiovasculairésctoferrine (Lf)

inhibe I'épuration hépatijue des chylomicrons, conduisant a une élévation de la lipémie postprandiale
par des mécanismes moléculaires alutidés Il estaussiétabli que leLipolysis Stimulated Receptor

(LSR) contribwait a I'épuration des lipoprotéines riches en triglycérides pendant la phase
postprandiale. L'objectif était de déterminer s'il existait une interaction entre la Lf et le LSR. Les
études de cultures cellulaires ont montré que si la Lf n'affectait pas le’eaqxesssion du LSR dans

des cellules Hepa-@ de souris, elle ctpcalisait avec le LSR en présence d’oléate, un composé requis
pour I'activation du récepteur. Des expériences de ligdoting ont également montré que la Lf se

fixait sur le LSR purifié einhibait la fixation de lipoprotéines riches en triglycérides. Les domaines N

et Gterminaux isolés de cette protéine, ainsi qu'un mélange de peptides obtenu aprés double
hydrolyse de la Lf par la trypsine et la chymotrypsine, conservent cette pradd@seproposons que
I'élévation de la lipémie postprandiale obserirégivo suite a un traitement par la Lf soit médiée par

son interaction avec le LSR, inhibant ainsi I'épuration des chylomicrons et de leurs remnants.

Mots clefs: lipémie postprandialechylomicrons, triglycérides peptides, hydrolyse enzymatique,
acide gras.
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