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LDL-Receptor
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LDL receptor-related protein
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Mitogen activated protein kinase
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National Institute of Health Sciences
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Organisation Mondiale de la Santé

cytochrome P450

Polyacrylamide gel electrophoresis

Plasma plasminogen activator inhibitor—1
Phosphate buffer saline
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Naphtalenes polychlorés

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
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N, N, N', N'-tétraméthyl-éthylenediamine
Triglycérides

Tight junctions (jonctions serrées)
Tumor necrosis factor -a

Lipoprotéines riches en triglycérides
UDP-glucuronosyl transférase

Vitamine E

Very low density lipoprotein

Récepteur de VLDL

Wright Cell Imaging Facility

World Health Organization
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L’obésité est une maladie multifactorielle dans laquelle interviennent des facteurs génétiques,
des facteurs sociaux-économiques, des facteurs métaboliques et endocriniens, ainsi que des
facteurs propres a ’individu tels que 1’age, le sexe ou le groupe ethnique. De nombreux
arguments plaident aujourd’hui en faveur d’un rdle des polluants organiques persistants (POP)
dans le développement de maladies métaboliques et de I’obésité. En effet, une corrélation a été
établie entre 1’exposition aux polluants et le taux d’obésité (Heindel and vom Saal, 2009;
Schug et al., 2011). De plus, les POP ont été répertoriés comme perturbateurs endocriniens et
sont maintenant connus pour induire une augmentation de 1'adipogenese (Hao et al., 2012;
Sargis et al., 2010). Cependant, leur contribution reste difficile a évaluer en raison du caractere

multifactoriel de ces maladies et les mécanismes impliqués ne pas completement élucidés.

Le choix de ce sujet de these répondait a une volonté commune de batir une interface thématique
entre I’équipe MRCA (Micropolluants et Résidus dans la Chaine Alimentaire) et le laboratoire
LIPIDOMIX, qui a rejoint ’'UR AFPA en 2013 en tant que nouvelle équipe (BFLA) de ce

laboratoire.

L’équipe MRCA s’intéresse au transfert des micropolluants persistants présents dans
I’environnement vers la matrice alimentaire, a leur biodisponibilité et aux effets neurotoxiques
de ces molécules a des doses faibles et représentatives de I’exposition naturelle. Par ailleurs,
I’équipe BFLA s’intéresse aux facteurs permettant le maintien de I’homéostasie lipidique aussi
bien au niveau central qu’au niveau périphérique, puisque des perturbations de I’homéostasie
lipidique peuvent contribuer au développement de maladies telles que par exemple,
I’athérosclérose et les maladies cardiovasculaires, 1’obésité, le diabéte, ou a des maladies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou la dégénérescence maculaire. Elle
focalise essentiellement ses études sur le role d’un récepteur de lipoprotéines, le Lipolysis
Stimulated lipoprotein Receptor, dont I’expression et 1’activité ont une influence directe sur la
biodisponibilité des lipides alimentaires et donc, sur les fonctions cellulaires, aussi bien au

niveau central que périphérique.

Alors que la plupart des études consacrées a I’effet des polluants sur la prise de poids se sont
consacrées sur le role de ces composés sur I’adipogenese, nous avons porté nos efforts sur le
métabolisme lipidique au niveau hépatique, car le foie est ’organe qui joue le role central dans
la régulation du statut lipidique, a la fois par sa capacité de synthese de novo et aussi pour le
fait que qu’il constitue le site de catabolisme des lipides, sous forme des lipoprotéines. Les

objectifs de ce travail (qui seront présentés plus en détail dans le paragraphe III de
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I’introduction) étaient donc d’évaluer I’effet de 1’exposition a différents POP sur le métabolisme
lipidique, et sur I’expression et I’activité de récepteurs des lipoprotéines et de transporteurs

hépatiques.

Le premier chapitre de cette these est consacré a une étude bibliographique, dont la premiere
partie présente les dérégulations du métabolisme lipidique et I’effet des substances obésogenes
incluant les POP. La seconde partie de cette synthese bibliographique porte sur le métabolisme

des lipoprotéines.

Le second chapitre de ce manuscrit est consacré a la description du matériel et des méthodes

expérimentales utilisés.

Le troisieme chapitre détaille et discute les résultats obtenus, avec d’abord les études
préliminaires qui ont conduit a sélectionner le benzo[a]pyréne pour la suite des travaux et a
déterminer les doses suffisantes pour avoir un effet biologique sans entrainer d’effets toxiques
pour les cellules dans nos conditions d’expérience. La seconde partie des résultats est constituée
de la publication issue de la poursuite de ces travaux, et présente les résultats obtenus par des
approches utilisant des mod¢les cellulaires ou animaux, qui ont permis de décrire et d’expliquer
I’effet du benzo[a]pyréne sur I’expression ou I’activité des récepteurs de lipoprotéines

hépatiques, et sur le statut lipidique in vivo chez la souris.

Le dernier chapitre présente les conclusions et perspectives qui découlent de ce travail.
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L Dérégulation du métabolisme lipidique

1. Obésité, définition et conséquences en termes de santé publique

En général, 1'obésité résulte d'un déséquilibre chronique entre 'apport énergétique et la dépense
d'énergie. Ce déséquilibre conduit a une augmentation de la taille des adipocytes (hypertrophie)
(Tanner, 1955) ou a une augmentation de leur nombre (hyperplasie) (Steinberg et al., 1962 ;
Enesco and Leblond, 1962) et résulte en un gain de poids, le plus souvent sous forme de graisse.
L’obésité est définie par un Indice de Masse Corporelle (IMC) supérieur a 30. Cet indice, défini
par I’OMS se calcule en fonction de la taille (m) et de la masse (kg) d’un individu (Tableau 1)
par la formule : IMC = masse/(taille)? (Keen et al., 1979 ; Kuczmarski et al., 1997). Cependant,
d’autres approches permettent le calcul de la graisse viscérale, telles que la mesure du tour de

taille ou le rapport entre le tour de taille et le tour de hanches (Krotkiewski et al., 1983).

Tableau 1 : Classification du surpoids et de I’obésité en fonction de l’indice de masse
corporelle
(d’apres http://www.who.int/features/factfiles/obesity/facts/en/)

Insuffisance pondérale <18.,5

Eventail normal 18,5-249

L'obésité est une maladie multifactorielle qui touche pratiquement tous les ages, les sexes, les
groupes socio-économiques, et a de graves répercussions sociales et psychologiques. En outre,
I'obésité et le surpoids contribuent majoritairement a différentes maladies chroniques, dont le
diabete de type 2 (DT2), l'hyperinsulinémie et la résistance a l'insuline, les maladies
coronariennes, l'hypertension artérielle, les accidents vasculaires cérébraux, la goutte, la
stéatose hépatique, 1'asthme, ainsi qu’a des troubles pulmonaires, de la vésicule biliaire, de la
reproduction, a des maladies rénales, au développement de 1'arthrose, et a certaines formes de
cancers (Mokdad et al., 1999 ; Mokdad et al., 2003 ; Collins, 2005). L’obésité pose donc un

probleme de santé publique important, notamment dans les pays industrialisés.
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Au cours des dernieres décennies, la prévalence de 1'obésité a augmenté tres fortement dans les
pays industrialisés riches, mais aussi dans les pays en voie de développement les plus pauvres
ou elle coexiste souvent avec la sous-nutrition (Caballero, 2007 ; Cunningham, 2010). Les
« Centers for Disease Control » (CDC) ont rapporté que 1'obésité avait atteint des proportions
épidémiques et alarmantes, plus de 60 % des adultes américains étant obeses ou en surpoids en

2009-2010 (Ogden et al., 2012)

En 2009, 31,9 % des Francais adultes de 18 ans et plus étaient en surpoids (25 < IMC < 30
kg/m?) et 14,5% étaient obéses (IMC > 30 kg/m?) (ObEpi, 2009). En 2012, le pourcentage de
Francais adultes en surpoids atteignait 32,3% et 15% présentaient une obésité (IMC > 30 kg/m?)
(ObEpi, 2012). Des statistiques similaires ont été établies dans de nombreux pays européens,

du Moyen-Orient, en Australie et en Chine.

Ce phénomene a des impacts significatifs sur la collectivité en ce qui concerne les cofits liés au
traitement de la maladie et de ses complications (assistance médicale personnelle, assistance
hospitaliére, services sanitaires et médicaments). Les cotts directs liés a 1’obésité représentent
une part comprise entre 2 et 8 % du total des coflits sanitaires au niveau mondial ; la dépense
sanitaire pour une personne obese est en moyenne de 25 % plus €levée que celle d’une personne
de poids normal (Withrow and Alter, 2011). Le colit médical annuel estimé de 1'obésité aux
Etats-Unis était de 147 milliards de dollars en 2008, les frais médicaux pour les personnes
obeses étaient 1,43 fois plus élevés que pour celles de poids normal (Finkelstein ef al., 2009).
En France, le colt annuel de la prise en charge de I’obésité par 1’assurance maladie en 2008
était de 4 milliards d’euros et de 10 milliards d’euros si on ajoute le surpoids. Ces montants
représentent respectivement un peu plus de 3 % et prés de 7 % de I’objectif national des

dépenses d’assurance maladie (ONDAM) pour 2008 (Boyer, 2008).
1.1. L’hyperplasie

L’adipogenése est considérée comme le processus dominant en début de vie, car le nombre
d'adipocytes augmente dans le corps humain pendant la vie prénatale et postnatale précoce. Il
est fixe a la fin de l'enfance ou a I'adolescence (Knittle et al., 1979), I’extension du tissu adipeux
a l'age adulte survient principalement via 1'hypertrophie adipocytaire, et une forte corrélation
est observée entre le diametre des adipocytes et 'IMC des adultes (Spalding et al., 2008).
L’adipogenese est un procédé a plusieurs étapes qui commence par la prolifération des cellules

souches mésenchymateuses qui ont la capacité a la fois s'auto-renouveler et de se différencier
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en plusieurs lignées (myocytes, ostéocytes ou adipocytes blancs / bruns). Il est maintenant bien
établi qu'il existe des cellules souches dans le tissu adipeux (Zuk et al., 2001) et qu’un exces de

leur recrutement participe a 'hyperplasie du tissu adipeux observée dans 1'obésité sévere.

Les principaux événements menant a la différenciation terminale des pré-adipocytes en
adipocytes ont été caractéris€és ces dernicres années par l'identification des facteurs de
transcription qui jouent un role de régulation dans le processus de différenciation. Les facteurs
de transcription caractérisés comme étant les plus importants dans le développement des
adipocytes matures sont membres des CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) et de la
famille des peroxisome proliferative-activated receptors (PPARs) (Rosen et al., 2000).
Plusieurs éléments indiquent que PPARY joue un role clé dans l'adipogenese. PPARY, qui est
plus abondant dans les adipocytes que dans d'autres types cellulaires, est un déclencheur de la

différenciation terminale des préadipocytes en adipocytes (Tontonoz et al., 1995).

1.2. L’hypertrophie

L’hypertrophie des adipocytes est due a 1'accumulation de triglycérides (TG) dans 1'adipocyte,
soit via I'absorption des acides gras a partir des chylomicrons (CM) ou des lipoprotéines de tres
basse densité (VLDL) en circulation, ou par la lipogenese de novo (synthese de TG a partir des
acides gras). Ces procédés permettent au tissu adipeux de stocker des quantités prodigieuses
d'énergie, qui représentent 10-15 kg de poids corporel chez un adulte jeune maigre et plus de

130.000 kcal ou 200 repas (Large et al., 2004).

La majorité des acides gras utilisés pour la synthese des TG dans les adipocytes sont dérivés
des triglycérides plasmatiques, suite a I’action de la Lipoprotein Lipase (LPL) qui hydrolyse les
acides gras sur le squelette de glycérol. L’expression et I'activité de la LPL dans le tissu adipeux
sont augmentées apres un repas et stimulées par 1'insuline (Mead et al., 2002). L’absorption des
acides gras (AG) estrégulée par des transporteurs dont CD36/FAT, la protéine de transport des
acides gras (FATP), et la fatty-acid-binding protein (FABPpm). Une quantité accrue de
CD36/FAT a la membrane plasmique pourrait contribuer a 1'accumulation de lipides dans les

adipocytes (Luiken et al., 2001).

La régulation de la lipogenése dans le tissu adipeux n’est pas aussi bien caractérisée que dans
le foie, ou elle est stimulée par le glucose, l'insuline et le glucagon, et inhibée par les acides

gras polyinsaturés (AGPI). Au niveau de la transcription, les effets de 1'insuline et du glucose
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pour activer l'acide gras synthase (FAS) sont médiés par la sterol regulatory element-binding
protein 1c¢ (SREBP-1c) et la carbohydrate response element-binding protein (ChREBP), tandis
que les effets inhibiteurs des AGPI sont médiés par un récepteur nucléaire, le liver X receptor
a (LXRa). Bien que SREBP-1c, ChREBP et LXRa soient exprimés dans le tissu adipeux, il
n'est pas clair si ces protéines y sont régulées de la méme maniere que dans le foie. Par exemple,
une alimentation riche en glucides augmente 1'expression des genes de la lipogenese deux a
trois fois dans le foie, mais pas dans les tissus adipeux. A l'inverse, une alimentation riche en
lipides réduit I'expression des genes de la lipogenese dans le foie, mais pas dans le tissu adipeux
(Diraison et al., 2002 ; Letexier et al., 2003). A la fin de la syntheése des acides gras et de la
glycéronéogenese, les AG sont estérifiés par le glycérol-3-phosphate pour former des TG par
l'intermédiaire des actions séquentielles de la glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT) qui
permet [’obtention des monoglycérides (MG), de la 1-acylglycérol-3-phosphate-O-
acyltransférase (AGPAT) qui permet la synthese des diglycérides (DG), et de la diacylglycérol
acyltransférase (DGAT) qui conduit aux TG (Large et al., 2004).

Le taux de lipolyse du tissu adipeux - hydrolyse des TG en glycérol et acides gras libres- est
un facteur déterminant de la taille des adipocytes et de la masse adipeuse. L’ Hormone-Sensitive
Lipase (HSL), découverte en 1960 et ainsi nommée en raison de sa régulation par l'insuline et
les catécholamines, a longtemps été présumée étre la seule enzyme impliquée dans la lipolyse
du tissu adipeux (Hollenberg et al., 1961 ; Vaughan et al., 1964) Cependant, il a ét€ proposé
que d’autres enzymes y contribuent également. Ainsi, la lipase des TG adipeux (Adipose
Triglyceride Lipase ou ATGL) a été identifiée en 2004 comme une seconde hydrolase de
triglycérides qui exerce une action indépendante de celle de la HSL dans les adipocytes
(Zimmermann et al., 2004). L’ATGL hydrolyse plus spécifiquement les TG pour lesquelles elle
a la plus forte affinité, tandis que la HSL peut hydrolyser les TG, les DG et les MG, méme si
son affinité est plus forte pour les DG (Zimmermann et al., 2009). L’HSL et ’ATGL sont
régulées par le statut hormonal et nutritionnel. Pendant le jetine ou la famine, ’'HSL et I’ ATGL
hydrolysent les TG pour libérer des acides gras et du glycérol pour la production d'énergie par
d'autres tissus. Les catécholamines et les agonistes des récepteurs f-adrénergiques agissant par
l'intermédiaire de I’AMPc (Steinberg and Huttunen, 1972) sont les déclencheurs classiques de
la lipolyse du tissu adipeux, mais des voies de signalisation supplémentaires — impliquant
notamment 'hormone de croissance (GH) (Goodman and Kostyo, 1981), ’AMP-activated
protein kinase (Rossmeisl et al., 2004), la MAP kinase (Soeder et al., 1999), I’extracellular-
signal-regulated kinase (ERK) (Juan et al., 2005), I’atrial natriuretic peptide (ANP) (Sengenes
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et al., 2000), la thyrotropine (Gagnon et al., 2010), (Marcus et al., 1988), et le TNF-a
(Cawthorn and Sethi, 2008) - sont aussi de puissants médiateurs de la lipolyse. En revanche,

l'insuline en est un puissant inhibiteur (Moskowitz and Fain, 1969).

Ces réserves d'énergie peuvent étre mobilisées par la lipolyse pendant le jeline a court et a long
terme. Ainsi, 1'équilibre relatif entre I'absorption des lipides, la lipogenese de novo, et la lipolyse
détermine la taille des adipocytes, chacun de ces processus étant fortement influencé par les

conditions nutritionnelles et hormonales.

1.3. Les causes de ’obésité

Les causes de 1'obésité sont clairement multifactorielles. Bien que les principaux déterminants
de l'obésité aient été fortement débattus, il est maintenant établi que cette maladie résulte d’une
combinaison de facteurs génétiques, physiologiques, sociaux, environnementaux et
comportementaux. Les déterminants multiples de I'obésité augmentent la difficulté a traiter
cette maladie. Traditionnellement, l'augmentation de I'obésité est attribuable a une
augmentation de l'apport calorique et a une réduction concomitante significative de l'activité
physique et de la dépense énergétique (Prentice, 2001). Cependant, ceci n'explique pas
enticrement l'ampleur de 1'épidémie actuelle. Les raisons de cette forte augmentation de
I'obésité ou du surpoids ne sont pas bien comprises, mais plusieurs facteurs, y compris les
infections, les régimes a haute teneur en fructose, la génétique / 1I’épigénétique, I'augmentation
de 'age maternel, la manque de sommeil, 1'utilisation de certains produits pharmaceutiques et
la présence de certains produits environnementaux ont tous été proposés comme causes
potentielles (McAllister et al., 2009). Ainsi, il est postulé que certaines substances chimiques

puissent jouer un role causal dans le développement de 'obésité (Baillie-Hamilton, 2002).

1.3.1. Les causes génétiques

De nombreuses études ont été réalisées concernant 1’influence de la génétique sur 1’obésité
(Figure 1). Il a été montré que le risque relatif d’étre obése augmente avec le nombre de parents
au premier degré obeses (Whitaker et al., 1997). 1l est généralement admis que 1'obésité chez la
plupart des individus est due en partie a des variations de plusieurs genes (Figure 1). Quelle que
soit la contribution génétique a 1'obésité, les facteurs non génétiques ne font qu'exacerber la

situation.
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Figure 1: Genes de susceptibilité a l'obésité et traits associés.
(D apres Bonnefond and Froguel, 2009)

1.3.2. Causes environnementales

Le terme « environnement » couvre tous les domaines allant de la disponibilité alimentaire a la

prévalence des maladies infectieuses et aux traitements a disposition.

Les recherches récentes d’un certain nombre de laboratoires dans le monde ont identifi¢ des
molécules chimiques qui favorisent le gain de poids et l'adiposité. Une littérature émergente
implique maintenant l'exposition in utero aux perturbateurs endocriniens (PE) dans la
programmation du développement de I'obésité via un contrdle altéré du développement du tissu
adipeux, du controle de la prise alimentaire, du métabolisme, de la sensibilité a l'insuline et du
métabolisme des lipides (Griin and Blumberg, 2009 ; Heindel and vom Saal, 2009). Ces
perturbateurs endocriniens sont connus pour imiter, améliorer ou inhiber 1'action des hormones,
d’ou le nom qui leur a ¢été attribué. La perturbation endocrinienne est une modulation

inappropriée du systéme endocrinien par des produits chimiques présents dans 1’aliment ou
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I’environnement. Ceux-ci peuvent interférer avec la synthese, la sécrétion, le transport, la
fixation ou de 1'action des hormones naturelles dans le corps qui sont responsables du maintien
de I'noméostasie, de la reproduction, du développement, et du comportement (Vos et al., 2000).
L’effet de ces substances sur I’action biologique des cestrogenes, de la testostérone et de la
thyroxine ont déja été démontrées et sont en lien avec l'infertilité (Foster et al., 2008) , les
changements développementaux (Patisaul and Adewale, 2009) et le cancer (Soto and

Sonnenschein, 2010).

1.4. Les substances obésogenes

Récemment, il a été démontré que les PE exercaient une influence sur le développement des
adipocytes (Baillie-Hamilton, 2002 ; Heindel, 2003 ; Heindel and Levin, 2005 ; Newbold et al.,
2005 ; Newbold et al., 2007a ; Newbold er al., 2007b ; Newbold et al., 2008). Ces substances
ont été appelées "obésogenes", en référence a 1'idée qu'ils régulent de facon inappropriée le
métabolisme des lipides et I'adipogenese, et favorisent la prise de poids et 'obésité (Griin and
Blumberg, 2006). Les obésogenes exercent leur action en augmentant le nombre de cellules
adipocytaires (adipogenese) ou 1’accumulation des lipides dans les cellules adipeuses
existantes, en altérant l'action des senseurs métaboliques, en dérégulant la synthese des
stéroides sexuels, et en modifiant 1’équilibre de la balance énergétique notamment au niveau de

la régulation de I’appétit (Griin, 2010).

Le mécanisme le plus couramment proposé est lié a leur capacité a se fixer a des récepteurs
nucléaires (Celik et al., 2008 ; Nose et al., 2009 ; Molina-Molina et al., 2013). Les PE peuvent
aussi agir en modifiant ’expression de genes codant pour des protéines stéroidogenes comme
la CYPI19 (aromatase), la CYP17 (hydroxylase / lyase), la CYP11A (cholesterol side-chain-
clivage) (Skolness et al., 2013) Enfin, un autre mécanisme proposé est la modification de la
formation des synapses neuronales (Shinomiya and Shinomiya, 2003) qui pourrait affecter la
libération des substances produites par le cerveau et modifier la régulation énergétique centrale.
Ces effets peuvent s’exercer individuellement ou en combinaison. En outre, les tissus cibles ne
sont pas toujours identifiés, mais plusieurs sites semblent probables, y compris les adipocytes,

le cerveau, le foie, I'estomac, le pancréas.

Les substances obésogenes ont diverses origines (Tableau 2).
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Tableau 2 : Principaux obésogeénes connus ou présumés (adapté de Holtcamp, 2012)

Alimentaires

sesfryctose

eeGenistéine (isoflavone)

*e Glutamate monosodique

Tabagisme*

sesNicotine

Pharmaceutiques
eeDiéthylstilbestrol
eeQestradiol

Produits chimiques industriels
eeBisphénol A (BPA)
serganotines

ee/Acide Perfluoro-octanoique
esPhthalates
eeDiphényl étherspolybromés(PBDEs)

Pesticides organophosphorés

seChlorpyrifos

ssDjazinon

ssParathion

Autres polluants environnementaux

eeBenzofalpyréne
eeFinesparticules (PM2.5)
esPlomb

* la fumée de cigarette est aussi source d’exposition au
|benzola]pyréne et au PM2.5.

1.4.1. Les obésogenes pharmaceutiques

Certains médicaments peuvent entrainer des effets secondaires obésogénes qui s’exercent de
différentes facons. A titre d’exemple, les études in vitro ont montré que les agents
pharmaceutiques tels que 1'olanzapine peuvent induire 1'adipogenese (Vestri et al., 2007 ; Yang
et al., 2007 ; Minet-Ringuet et al., 2007). La chlomipramine est un antidépresseur entrainant
un gain de poids et une augmentation de la prise alimentaire chez 'Homme (Calegari et al.,
2007), et les antipsychotiques clozapine et olanzipine sont quant a eux connus pour provoquer

une hyperphagie et une prise de poids chez I'Homme (Cope et al., 2005).
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1.4.2. Obésogénes d’origine alimentaire

1.4.2.1. Le fructose

Le fructose, en raison de ses effets métaboliques, peut étre désigné comme un perturbateur
endocrinien. Il est capté par le foie, seul responsable de son métabolisme, par un systeme de
transport actif et phosphorylé par une fructokinase. A apport calorique égal, I’administration de
fructose a des adultes provoque une accumulation de graisse abdominale associé a une
résistance a l'insuline (Bantle, 2009 ; Perez-Pozo et al., 2010). Le fructose augmenterait
également la tendance a la stéatose non alcoolique chez 'homme (Lim et al., 2010). Enfin, le
fructose provoque une hyperlipidémie, qui diminue le transport de la leptine a travers la barriere
hémato-encéphalique, ce qui contribue a la résistance a la leptine et donc interfere avec la

régulation de 'appétit (Banks et al., 2004).

1.4.2.2. Le glutamate monosodique

Le glutamate monosodique est un additif alimentaire utilis€é comme exhausteur de gott. Il est
considéré comme " generally regarded as safe "(GRAS) pour I'homme. Sa consommation a
augmenté dans le monde au cours des derni¢res décennies. L’administration néonatale de
glutamate monosodique a des modeles animaux entraine une obésité due a des altérations du
systeme neuroendocrinien qui contrdle le comportement alimentaire (Dawson, 1986) . Chez
I'Homme, une étude transversale montre que les personnes qui consomment une moyenne de

0,33 g de glutamate par jour ont tendance a prendre du poids (He ef al., 2008).

2. Les polluants environnementaux et leurs effets obésogenes

Certaines substances chimiques obésogenes sont retrouvées dans l'environnement, telles que
les composés organostanniques et les xénobiotiques. Ces substances obésogenes regroupent des
molécules diverses telles que des dérivés oestrogéniques (par exemple, la génistéine, le
diéthylstilbestrol, le bisphénol A), ou d’autres composés tels que 1'acide perfluorooctanoique,
la nicotine, le tributylétain, les phtalates, et certains pesticides organophosphorés. En outre,
d'autres substances chimiques environnementales ont été associées au développement du
diabete chez I'homme, incluant l'arsenic, le cadmium, les dioxines, les biphényles polychlorés
(BPC), et d'autres types de composés organiques halogénés (Longnecker and Daniels, 2001 ;

Schwartz et al., 2003 ; Tseng, 2004 ; Uemura et al., 2009; Edwards and Prozialeck, 2009).
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2.1. Les phtalates

Les phtalates sont une classe de composés ubiquitaires couramment utilisés comme plastifiants
tels que le chlorure de polyvinyle. Plusieurs esters de phtalates présentent une toxicité chez
I’animal, et ont des effets sur la reproduction et I'obésité (Desvergne et al., 2009). Une étude
transversale reliant d’une part, les métabolites urinaires de phtalates et d’autre part, I'IMC et le
tour de taille chez I'adulte (Hatch et al., 2010) montre une corrélation positive entre I'IMC ou
le tour de taille et les taux urinaires de six métabolites de phtalates, avec un effet plus important
chez les hommes agés de 20-59 ans que pour d’autres groupes de population plus jeunes. Chez
les animaux, il a été démontré que les phtalates activaient le PPAR-y, qui permet de différencier
les pré-adipocytes en adipocytes et joue un role important dans le développement des cellules
adipeuses (Desvergne et al., 2009). Ainsi, un suivi de I’exposition a différentes variétés de
phtalates semble nécessaire pour en évaluer I’impact sur la prise de poids pendant I’enfance et

I’age adulte.
2.2. Le bisphénol A

Le bisphénol A (BPA), un composant de plastiques polycarbonates et de résines époxy, retient
actuellement I’attention du public et des organismes gouvernementaux en raison de son volume
de production élevé (> 800 millions kg par an pour les seuls Etats-Unis) et I'exposition générale
de la population humaine (Zoeller et al., 2005). Le BPA est utilis€ dans la fabrication de
nombreux produits dont les biberons en polycarbonate (Biles et al., 1997) et les scellants et
composites dentaires (Olea et al., 1996), ce qui suggere que ’Homme est régulierement exposé
a cette substance chimique par de nombreuses sources et voies d'exposition. Une indication
supplémentaire de l'exposition humaine est donnée par des études signalant des niveaux
mesurables de BPA dans l'urine humaine (Calafat et al., 2008) ; le sérum (Takeuchi and
Tsutsumi, 2002), le lait maternel (Ye et al., 2006), le plasma maternel et feetal, le liquide

amniotique et les tissus placentaires (Schonfelder et al., 2002 ; Padmanabhan et al., 2008)-

Des études chez le rat ont montré une augmentation du poids corporel chez les animaux qui
ont été exposés a de faibles doses de BPA pendant le développement prénatal ou néonatal
(Rubin et al., 2001 ; Somm et al., 2009). Une étude rapporte des augmentations similaires de
poids corporel de chiots dont les meres avaient consommé du BPA ajouté a leur alimentation
pendant la gestation, a des doses faibles et considérées comme "écologiquement pertinentes"

de 1 pg / kg d'aliment (1 ppb BPA) (Ryan et al., 2010). Des études in vitro montrent que le
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BPA induit la différenciation des cellules 3T3-L1 (cellules de fibroblastes de souris qui peuvent
se différencier en adipocytes) (Sakurai et al., 2004). De plus, le BPA, en combinaison avec
I’insuline, accélere la formation des adipocytes (Masuno et al., 2002 ; Masuno et al., 2005).
Enfin, de faibles doses de BPA dans l'environnement inhibent 1'adiponectine et stimulent la
libération d'adipokines inflammatoires telles que 1'interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-a) a partir de tissu adipeux humain, ce qui suggere que le BPA est
impliqué dans 1'obésité et le syndrome métabolique qui y est lié (Hugo et al., 2008 ; Ben-

Jonathan et al., 2009).

2.3. Les organotines

Les organotines sont une famille de composés qui contiennent au moins une liaison étain-
carbone (Sn-C) (Nicholson, 1989) Actuellement, les organoétains (ou composés
organostanniques) sont fréquemment utilisés dans l'industrie, par exemple comme fongicides
pour la préservation du bois, ou comme stabilisant thermique dans les plastiques de polyoléfines
(Piver, 1973). Parce les organotines sont lipophiles, elles s'accumulent facilement dans les
bactéries, les algues et les invertébrés aquatiques (Hoch, 2001). Certaines d'entre elles, les
tributyltines (TBT), trés toxiques pour les algues et divers organismes marins dont les
mollusques, ont été tres utilisées comme agent de protection du « biofouling » (accumulation
de bactéries, plantes ou animaux sur des surfaces humides), dans les peintures des coques de
bateaux, par exemple. Elles sont fortement toxiques, rémanentes dans les sédiments et induisent
des changements de sexe chez certaines especes. Ces TBT et leurs produits de dégradation sont
a l'origine d'une pollution marine généralisée du littoral francais et d'une grande partie des
littoraux des pays industrialisés. Les études in vivo chez la souris montrent que 1'exposition
prénatale au TBT pendant la gestation entraine 1'accumulation prématurée de graisse dans les

tissus adipeux (Griin et al., 2006).

2.4. Les polluants organiques persistants

Les POP (polluants organiques persistants) présentent des effets toxiques pour la santé humaine
et pour la faune. Les POP sont des molécules complexes définies a partir de cinq propriétés :
toxicité, lipophilie (Gerde et al., 1993) persistance dans I’environnement, bioaccumulation et
transport sur de longues distances (Irigaray et al., 2006). De par leur grande persistance dans
I'environnement, ils présentent un fort potentiel de bioaccumulation dans la chaine alimentaire,

et peuvent présenter un degré élevé de toxicité pour la santé humaine et I'environnement. Les
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POP se caractérisent par leur capacité de transport a longue distance (CRTL), c'est-a-dire qu’ils
peuvent se déposer dans des territoires ou ils n'ont jamais été utilisés ou produits, ce qui

représente un risque important pour la communauté mondiale.

De maniere générale, les POP proviennent de combustions incompletes. Certains procédés
industriels mettant en ceuvre une étape de combustion sont donc des émetteurs potentiels. De
plus, d’autres sources diffuses, treés difficiles a évaluer, ont un effet majeur comme
I’incinération des déchets domestiques, le chauffage résidentiel, les feux de décharge, les feux

de foréts, les incendies de batiments (Irigaray et al., 2006) .

Pour les POP issus des émissions anthropiques, I’inventaire du centre interprofessionnel
technique d’étude de la pollution atmosphérique (CITEPA) réalisé en avril 2013 indique une
valeur d’émission de 19 tonnes dans 1’air en France métropolitaine pour 1’année 2011 pour les
4 HAP définis par le Protocole d'Aarhus de 1998 relatif aux POP et par le reglement n°850/2004
du Parlement Européen et du Conseil du 29 Avril 2004, a savoir le benzo(a)pyrene (B[a]P), le
benzo(b)fluoranthéne, le benzo(k)fluoranthéne et I’indéno(1,2,3-cd)pyrene) (CITEPA, 2013).
L’émission de B[a]P était de 0 et 1,53 ng/m> d’air en Ile-de France pour I’année 2010, alors
que la directive européenne 2004/107/CE fixe pour le B[a]P une valeur limite en moyenne

annuelle de 1 ng/m> et un objectif 2 long terme de 0,1 ng/m>.

Dans le cadre de la Convention de Stockholm sur les POP signée en 2001, une liste de
substances dont la production, l'utilisation et le stockage doivent étre éliminés, ou gravement
restreints, a été établie. Parmi celles-ci, les dibenzo-p-dioxines, les PCDD/F et les
polychlorobiphényles (PCB) ont été inclus dans la liste initiale des produits chimiques,
communément appelés la «sale douzaine». Cependant, ces dernieres années, un certain nombre
d'autres produits chimiques ont également été catalogués comme des POP, et sont venus
agrandir cette liste, et des polluants tels que les naphtalénes polychlorés (PCN) ou des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), qui étaient déja mentionnés dans le Protocole
de la Commission Economique des Nations Unies pour 1'Europe (CEE-ONU) Protocole, ont

été également proposés (Nadal et al., 2011).

Le nombre d'études visant a surveiller les niveaux des polluants organiques persistants dans
I'environnement a augmenté progressivement. En outre, ces enquétes ont été utilisées pour
évaluer I'exposition humaine a ces polluants organiques, ainsi que pour estimer le pourcentage

de I'exposition totale apporté par la prise alimentaire. Un certain nombre d'études a identifié la
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consommation d'aliments comme étant la voie la plus importante de I'exposition aux POP
(notamment les PCDD/F et PCB), avec des contributions supérieures a 95% (Linares et al.,

2010).

En ce qui concerne les POP tels que les HAP et les PCN, I’inhalation a également été soulignée
comme étant la plus contributive des voies d'exposition directe (Nadal et al., 2011), mais elle
reste toujours mineure par rapport a 1'apport alimentaire (Marti-Cid et al., 2008a ; Marti-Cid et

al., 2008b ; Kimbrough et al., 2010).

2.4.1. Sources d'exposition humaine

Au cours de leur vie, les individus peuvent €tre exposés a un large éventail de polluants

organiques persistants qui pénéetrent dans le corps humain par différentes voies.

2.4.1.1. Exposition directe ou non alimentaire

L'inhalation de I'air. Cette voie est la plus importante pour les composés organiques volatils

comme le benzene et le formaldéhyde, entre autres.

L’ingestion de sol. Le contact avec les sols contaminés peut devenir une voie importante
d'exposition a des produits chimiques organiques, et pose des risques de santé importants, a
long terme, au travers de différentes activités (par exemple, main portée a la bouche par les
jeunes enfants, jardinage par des adultes, nettoyage des sols et dépoussiérage) (Kimbrough et
al., 2010). Pour certaines catégories de polluants organiques tels que les POP, l'ingestion
accidentelle de sol contaminé est la principale voie d'exposition non alimentaire (Rostami and

Juhasz, 2011).

L’absorption cutanée. L'exposition a certains composés organiques par la voie cutanée
s’effectue par I'eau et le sol. Ce processus peut étre divisé en trois étapes (i) la migration de la
source dans l'air et sur les surfaces exposées, (i7) la migration dans les lipides de la surface de
la peau et (iii) la migration a partir de la surface de peau a travers la couche cornée (Stratum
corneum) et 1'épiderme, puis dans le tissu corporel (Ferré-Huguet et al., 2009 ; Weschler and

Nazaroff, 2012).
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2.4.1.2. Exposition alimentaire

Un certain nombre d'études ont montré que la prise alimentaire était la voie d'entrée principale
des POP et d’autres produits chimiques organiques dans le corps humain (Marti-Cid et al.,
2008a ; Cornelis et al., 2012 ; Domingo, 2012 ; Perell6 et al., 2012). Elle représente plus de
90% de l'exposition totale (Linares et al., 2010 ; Noorlander et al., 2011). Cependant,
I’exposition liée a la consommation d’eau du robinet contaminée reste un sujet de préoccupation

(Lopez et al., 2008).

En ce qui concerne les HAP, il existe 2 principales voies d'entrée dans la chaine alimentaire. La
premiere concerne la contamination des aliments par des HAP présents dans l'air, le sol ou
I’eau. La seconde correspond aux HAP formés pendant les traitements technologiques (séchage,
fumage) ou simplement pendant la cuisson des aliments. Par exemple, le taux de B[a]P atteint
jusqu'a 4 ng/g dans les steaks grillés au barbecue et jusqu'a 0,5 ng/g dans certaines céréales

(Kazerouni et al., 2001).
2.4.2. Les polychlorobiphényles

Les polychlorobiphényles (PCB) sont des hydrocarbures aromatiques polyhalogénés
comprenant des atomes de chlore liés a un groupe biphényle (Figure 2). Un total de 1,3 million
de tonnes de PCB comprenant 130 molécules individuelles a été fabriqué avant 1977 (Breivik

et al., 2002) pour une utilisation dans des applications industrielles, électriques ou autres.

4 4'
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Figure 2 : Structure chimique des polychlorobiphényles.

Les positions possibles des atomes de chlore sur les noyaux benzéniques sont désignées par des
numéros attribués aux atomes de carbone (Ptak and Lucja, 2013).

Actuellement, la production et la vente des PCB sont interdites aux Etats-Unis, mais leur
stabilité thermodynamique élevée les rend résistants a la biodégradation. Par conséquent, les
PCB continuent a étre présents dans l'alimentation américaine, et 'apport quotidien est estimé

a environ 30 ng / jour sur la base d'une étude récente réalisée a Dallas (Schecter et al., 2010).
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Cent pour cent des participants adultes de la NHANES (National Health and Nutrition
Examination Survey) avaient des niveaux détectables de PCB circulants en 2010, le PCB 153
(2,2',4,4'5,5 -hexachlorobiphényle) étant le composé dont la concentration sérique était la plus

élevée (Cave et al., 2010).

Une étude in vivo chez la souris male C57BL6/J a montré que le PCB 153 est un obésogene
qui exacerbe la stéatose hépatique, modifie les adipocytokines et perturbe le métabolisme
lipidique hépatique lorsqu'il est administré avec un régime riche en lipides (Wahlang et al.,

2013).

Une autre étude de Verhulst (Verhulst er al., 2009) a montré que l'exposition prénatale aux
PCBs et au dichlorodiphényldichloroéthylene (DDE) était associée a une augmentation de
I'IMC dés I’enfance. Elle confirme une étude antérieure réalisée par Hertz-Picciotto (Hertz-
Picciotto et al., 2005) qui a révélé que ’exposition prénatale aux PCB était associée a une
croissance accrue chez les garcons a 1’age de 5 ans. Les enfants ayant des niveaux
d'hexachlorobenzene plus élevés dans le sang du cordon ombilical ont aussi un IMC plus élevé

al'age de 6 ans que les enfants présentant des taux inférieurs (Smink et al., 2008).
2.4.3. Le bnzo[a]pyréne comme exemple d’hydrocarbure aromatique polycyclique

Parmi les POP, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) constituent une sous-
classe importante par le nombre de ses composants et par ses effets toxiques. Les HAP sont un
groupe de composé€s organiques contenant deux ou plusieurs noyaux aromatiques (benzene)
réunis dans une variété de différents arrangements (Figure 3). Ils sont lipophiles et peu solubles

dans 1'eau. De nombreux HAP sont connus pour étre cancérigenes (Masih, 2012).

Benzo[a]pyrene Pyréne Phénanthrene

Figure 3 : Structure chimique de quelques HAP.

Le plus connu des HAP parmi les centaines de composés existants est le benzo[a]pyrene

(Bla]P) (ATSDR, 1995). Comme les autres HAP, le B[a]P est produit principalement au cours
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de combustions incompletes, de bois, de charbon, de diesel, de graisse, de tabac ou d’encens
(Bostrom et al., 2002 ; Breivik et al., 2002 ; Brevik et al., 2012 ; Palanikumar et al., 2012) puis
rejeté dans I’atmosphere ou il se présente essentiellement sous forme de particules, sa tension
de vapeur étant extrémement faible. Dans 1’atmospheére, le B[a]P en phase vapeur dépasse
rarement 10 % de la concentration totale. Il est présent dans les aliments en tant que
contaminant résultant de I’accumulation de B[a]P dans la chaine alimentaire et il est également
produit par pyrolyse (Wang et al., 2001). De nombreuses études constatent la présence de B[a]P
dans les aliments avec une teneur qui est fonction de la préparation dudit aliment (Kazerouni et
al., 2001). L’huile de friture en est I’une des sources les plus importantes (Li et al., 1994), ce
qui place les systemes de restauration rapide en « bonne position » pour la production de B[a]P
alimentaire (Irigaray et al., 2006). Le B[a]P a aussi été identifié dans la crofite carbonisée des
biscuits et du pain, et dans les viandes grillées (jusqu'a 200 ppb), le poisson grillé et le café
torréfié. Le hamburger grillé riche en matieres grasses contient environ 43 ppb de B[a]P. Les

steaks cuits au charbon de bois peuvent renfermer jusqu'a 50 ppb de B[a]P (Vries, 1996).

2.4.3.1. Métabolisme du B[a]P

Le B[a]P en tant que contaminant alimentaire peut €tre absorbé par voie orale (Ramesh et al.,
2001 ; Walle et al., 2006), puis transporté par les chylomicrons et d’autres lipoprotéines (VLDL,
Low-density lipoprotein ou LDL) in vivo (Vauhkonen et al., 1980 ; Busbee et al., 1990) et ainsi
étre distribué dans le foie, les reins et la vessie, le placenta (Kelman and Springer, 1982 ;
Yamazaki et al., 1987 ; Verma et al., 2012). 11 est métabolisé et activé dans le foie par les
enzymes de la phase I et de la phase II (Ekstrom et al., 1982 ; Mitchell et al., 1987) en dérivés
réactifs de type époxyde de dihydrodiol (par exemple le 7, 8 - dihydrodiol-9,10-époxyde ou
BPDE). Ces métabolites se lient de facon covalente a 'ADN et forment des adduits BPDE
(Boysen and Hecht, 2003). Ceci conduit a des mutations, a la croissance incontr6lée de cellules
tumorales, et par conséquent, a la formation de tumeurs dans divers tissus (adénocarcinomes du
poumon, tumeurs lymphoréticulaires, hépatomes, adénocarcinomes mammaires) (Irigaray et
al.,2006). En raison de sa nature lipophile, le B[a]P peut facilement pénétrer dans le cytoplasme
par les membranes biologiques (Sureau et al., 1990) et s'accumuler dans divers organes. La
réduction du poids corporel lors d’un régime par exemple, entraine une augmentation des
concentrations plasmatiques des composés potentiellement toxiques qui peuvent affecter

différentes cibles, comme le métabolisme des hormones thyroidiennes (Pelletier et al., 2002).
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2.4.3.2. Absorption

Les HAPs peuvent étre absorbés par les voies respiratoires, la peau et le tractus gastro-intestinal.
Une absorption rapide du B[a]P a été rapportée suite a ’administration intra-gastrique a des
rats, les niveaux les plus élevés ont été trouvés dans la lymphe thoracique 3 a 4 h apres
administration (Rees et al., 1971). De fagon générale, le B[a]P et les autres HAP sont facilement
absorbés par le tractus gastro-intestinal lorsqu’ils se présentent sous forme de solutés dans
différents lipides alimentaires. L'absorption est facilitée par la présence de sels biliaires dans la
lumiere intestinale. Chez le rat, 30-50 % de faibles doses orales de B[a]P ou de pyrene sont
facilement absorbées et une proportion importante est rapidement métabolisée dans le foie (Foth
et al., 1988 ; Withey et al., 1991). Le B[a]P et les autres HAP, tels que le phénanthrene et le
pyrene, pénetrent rapidement la peau des souris et des rats. Chez la souris, 80 % du B[a]P a été
retrouvé dans les feces apres 7 jours, et 46 % a €té retrouvé dans les feces et I'urine de rats apres
5 jours, (Kao et al., 1985 ; Yang et al., 1986 ; Sanders et al., 1986). L'absorption par la peau

humaine a également été démontrée (Kao et al., 1985).

2.4.3.3. Distribution

Indépendamment de la voie d'administration, les HAP sont rapidement distribués dans tout
l'organisme. La répartition du B[a]P est similaire quel que soit le mode d’administration (sous-
cutanée, intraveineuse et intratrachéale) chez les souris et les rats. Des taux détectables de B[«a]P
peuvent étre observés dans la plupart des organes internes de quelques minutes a quelques
heures apres 'administration. Les taux les plus élevés sont retrouvés dans le foie (Foth et al.,
1988). Les tissus mammaires et les autres tissus adipeux constituent un lieu de stockage
important pour les HAP (Modica et al., 1983). Le B[a]P peut facilement traverser la barriere

placentaire chez le rat et la souris (Neubert and Tapken, 1988 ; Withey et al., 1993).

2.4.3.4. Activation

Le B[a]P est métaboliquement activé pour devenir un agent cancérigene suite a sa liaison a
I'ADN et a I’induction du cytochrome P450 via [’aryl hydrocarbon receptor (AhR) (Schmidt
and Bradfield, 1996 ; Fujisawa-Sehara et al., 1988). La fixation du B[a]P a I’AhR induit la
translocation du complexe AhR-B[a]P dans le noyau, ou il interagit avec I’ARNT (aryl
hydrocarbon nuclear translocator) pour former un hétérodimere AhR-ARNT qui se lie avec

des AHREs (AhR-responsive enhancer elements) dans les promoteurs des génes codant pour
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plusieurs enzymes des phases I et II (Figure 4) (Hakura et al., 1998 ; Denison et al., 1988 ;
Denison et al., 1988b).

Cytoplasme

Phasel

.QRNTm Phase Il

B[o]P

Les métabolites
du B[a]P

Figure 4 : Représentation schématique de la voie de signalisation AhR.

Le récepteur AhR cytosolique forme un complexe avec deux molécules de Hsp90 et une
molécule de XAP2 (X-associated protein 2) et de p23. La liaison d'un ligand, par exemple le
B[a]P, conduit a un changement de conformation, qui permet la translocation du complexe
AhR. Dans le noyau, l'AhR se dissocie et se dimérise avec ARNT. Le dimere AhR-ARNT se lie
alors a des AHREs (AhR-responsive enhancer elements) dans les promoteurs des génes codant
pour des enzymes des phases I et 11

Le métabolisme du B[a]P est complexe, et génere un grand nombre de métabolites sous 1’action
des enzymes des phases I et II (Figure 5). La premiere étape d'activation comprend 1'addition
d'oxygene a la molécule mere, en présence de la cytochrome P-450 mono-oxygénase pour
former des dérivés époxydes en position 2,3 -, 4,5 -, 7,8 -, et 9,10 (Sims and Grover, 1974).
Sous I’action de I’époxyde hydrolase, ces époxydes subissent une hydratation pour conduire
aux 4,5 -, 7,8 - et 9,10-trans-dihydrodiols. Parmi les composés formés, le B[a]P 7,8-trans-
dihydrodiol a été répertorié comme cancérigene pour des cellules de rat et de souris (Huberman
etal., 1976 ; Levin et al., 1977). Les époxydes peuvent aussi étre convertis en intermédiaires
phénoliques (1 -, 3 -, 6 -, 7 -, et 9-OH B[a]P isomeres) par une réaction spontanée non
enzymatique (Glatt and Oesch, 1976 ; Pelkonen and Nebert, 1982). Ces mémes composés
phénoliques peuvent également €tre formés par hydroxylation directe en position C-3 et C-6
(Gelboin, 1980). Sous I’action de peroxydases ou du cytochrome P450, le 6-OH B[a]P peut étre
oxydé en un cation radicalaire, le 6-oxy-B[a]P, qui est ensuite lui-méme oxydé en 1,6 -, 3,6 -
ou 6,12-quinones par l'intermédiaire de radicaux hydroquinone ou semiquinone (Sullivan,

1985 ; Cavalieri and Rogan, 1992).
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Les quinones elles-mémes ne sont pas mutagenes, mais les especes réactives de 1'oxygene
générées par ces intermédiaires sont responsables des effets cytotoxiques (Wislocki et al.,
1976 ; Zhu et al., 1995). Les phénols, les quinones, et les dihydrodiols sont conjugués a des
glucuronides et a des esters de sulfate, ou sont spontanément hydrolysé en triols et tétrols (Yang
et al., 1977 ; Gelboin, 1980). En plus de la conjugaison, le 7,8-dihydrodiol B[a]P subit une
oxydation en 7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde, un composé considéré comme le métabolite
cancérogene ultime du métabolisme du B[a]P et connu pour former un adduit avec 1'ADN en

position de N2 de la guanine (Thakker et al., 1977 ; Slaga et al., 1979) (Figure 5).

OO

7 6 5
BaP
P450 1A1,1A2
1B1,3A4,2C
P450 1A1,1A2 sulfates
1B1,3A4,2C / glucuronides
2,3-epoxide 1-OH A;HAG
4,5-epoxide NIH . 3-OH l .
9,10-epoxide .— o> Phenols : 6-OH ———quinones : 1,6
7 8-epoxide shift 7-OH 36
' 9-OH 6,12
En l GST M1-1, glutathione \
glucuronide, P1-1 conjugates )
sulfates <+—— 4,5-diol 9-OH-4,5-oxide quinols
9,10-diol / \ N
uaT DHD
glucuronide <55 7,8-diol 7,8-catechol DNA 9-OH-4,5-diol 1
adducts glucuronides
P450 1A1, 7,8-quinone

1A2,1B1
sulfates g

7,8-diol-9,10-epoxides ~—————» tetraols

glutathione conjugates

d GST A1-1,M1-1,P1-1
DNA
adducts

Figure 5 : Représentation de plusieurs étapes impliquées dans le métabolisme du B[a]P en
métabolites réactifs sous ’action des enzymes de phase I et de phase I1.

EH = epoxide hydrolase; DHD = dihydrodiol dehydrogenase; UGT = UDP-glucuronosyl
transferase; GST = glutathione S-transferase; P450 = cytochrome P450; NNAL = 4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol; 1-OH, 3-OH = I-hydroxy B[a]P, 3-hydroxy
B[a]P (Figure adaptée de Hecht, 1999).

2.4.3.5. Excrétion

L’excrétion hépatobiliaire et 1'élimination par les feces est la voie principale par laquelle le
B[a]P est éliminé du corps, et ceci indépendamment de la voie d'administration (Foth et al.,
1988 ; van de Wiel et al., 1993). L'urine est une autre voie d'excrétion, mais reste sur le plan

quantitatif, moins importante que les précédentes.
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2.4.3.6. Effets sur la santé

Comme nous 1’avons décrit ci-dessus, la toxicité du B[a]P a été principalement attribuée a sa
capacité a induire la formation d'adduits d'ADN (Kwack and Lee, 2000). Néanmoins, le B[a]P
présente également des propriétés immunotoxiques qui affectent la fonction des macrophages
(van Grevenynghe et al., 2003) et augmentent la réponse inflammatoire locale, conduisant a
une taille accrue des I€sions d'athérosclérose. De plus, des études environnementales menées
sur des sujets humains dans le début des années 1980 montrent une corrélation entre le taux

plasmatique de B[a]P et I'IMC (Hutcheon et al., 1983).
2.4.4. Autres exemples de HAP
2.4.4.1. Pyrene

Le pyrene est un autre membre de la de la famille des HAP, de formule brute CisHjo, organisé
en quatre noyaux benzéniques fusionnés. C’est un solide incolore qui est formé lors de la
combustion incomplete des composés organiques. Il a été isolé pour la premiere fois a partir du
goudron, ou il est présent a hauteur de 2 %. Il est utilisé dans la fabrication de teintures, dans la
synthese de composés optiques utilisés pour leur brillance, et comme additif dans les huiles

d'isolation électrique.
2.4.4.2. Phénanthrene

Le phénanthréne appartient également a la famille des HAP, sa formule brute est C14Hjo. 1l est
composé de trois anneaux de benzene. Le phénanthréne est essentiellement formé lors d'une
mauvaise combustion de charbon, pétrole ou bois. Il est également associé a la formation de
goudron. Des teneurs de 0,1 ng-m™ ont été retrouvées dans 1'air et jusqu'a 10 ng-L™! dans I'eau
de pluie ou les eaux de surface ; le sol et les sédiments en contiennent habituellement moins de

10 pg-kg! (HSDB, 1999).
3. Dyslipidémies
3.1. Définition

Une dyslipidémie est une concentration anormalement élevée ou diminuée de lipides

(cholestérol, triglycérides, phospholipides ou acides gras libres) dans le sang. Dans le sens
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usuel, une dyslipidémie consiste en une augmentation du taux de ces éléments, une diminution
étant un phénomene beaucoup plus rare qui ne nécessite pas de traitement particulier. La
classification originale des dyslipidémies est basée sur le comportement des lipoprotéines en
électrophorese ou ultracentrifugation (Fredrickson and Lees, 1965). Conceptuellement, les
dyslipidémies peuvent étre classées en dyslipidémies primaires (causées par un défaut
génétique ; Tableau 3) ou secondaires, quand elles se présentent comme une conséquence de
régimes, de troubles métaboliques ou endocriniens, ou de la prise d’un traitement médical

(Eaton, 2005 ; Alwalili et al., 2009).

Tableau 3 : Dyslipidémies ayant une cause génétique
(adapté de Alwaili et al., 2009)

Désordres Geéne Effets sur Effets sur Effets sur TG

LDL-C HDL-C

Lipoprotéines riches en TG

. Déficience en lipoprotéin lipase LPL NN 4 s o b
. Déficience de FAPOC2 APOC2 NP T
. Abetalipoprotéinémie MTP NE — N2

Lipoprotéines de type remnants
. Dysbetalipoprotéinémie Il APOE J g
. Déficience en lipase hépatique HL

Particules LDL

. Hypercholestérolémie familiale TP

v Autosomale dominante LDLR, PSK9

v Autosomale récessive <

. Déficicience familiale en apoB100 APOB T

. Hypercholestérolémie

. Hypobetalipoprotéinémie APOB NP

. Sitostérolémie familiale ABCG5/GS8 &

. Lp(a) Hyperlipoprotéinémie familiale APO(a) “

Particules HDL

. Déficit en ApoAl APOA1 b
. Maladie de Tangier ABCA1 J &
. Déficit familial en LCAT LCAT b
. Déficit en CETP CETP 1)

Les troubles les plus communs associés a la dyslipidémie secondaire sont I’augmentation de la
pression sanguine, I’intolérance au glucose et I’augmentation de la graisse abdominale ou
obésité, qui correspondent a une combinaison d'anomalies métaboliques observées chez les

patients atteints du syndrome métabolique (Grundy et al., 2006 ; Grundy, 2007).
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L'intestin et le foie sont les sources de TG du plasma. Ceux-ci sont principalement retrouvés
dans le noyau des chylomicrons (CM) et des lipoprotéines de tres basse densité (VLDL). En
outre, de petites quantités de TG sont transportées dans des lipoprotéines de densité
intermédiaire (IDL), dans des lipoprotéines de faible densité (LDL), ou dans lipoprotéines de
haute densité (HDL). Le transport des TG dans ces lipoprotéines peut étre diminué ou augmenté,
en fonction de la taille des individus, de la composition alimentaire et de la dépense énergétique.
Le foie joue un role central dans la capture des lipoprotéines riches en TG, des LDL et des HDL
et de I’excédent d'énergie sous la forme d'acides gras libres du tissu adipeux, ou des hydrates
de carbone et des protéines (Figure 6). Une augmentation du taux de TG peut étre associée a
des taux élevés de synthese de VLDL, qui sont ensuite convertis en LDL, conduisant a une

dyslipidémie associée a 1’obésité et a un risque plus élevé de maladie cardiovasculaire.

Tissus périphériques < LDL
HDL— <« DL

S \LDL

»
—p

J

gerterap o

CMR

v '/

Figure 6 : Role du foie dans I’élimination et la distribution des lipoprotéines.
Le foie joue le role de « station centrale », grdce aux récepteurs pour la capture des
lipoprotéines et leur distribution sous forme de lipoprotéines de différents tissus périphériques.
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3.2.Les hyperlipidémies

Les hyperlipidémies (augmentation du taux de lipides sanguins) regroupent
I'hypercholestérolémie, I'hypertriglycéridémie, [’hyperlipidémie mixte ou encore

I’hyperchylomicronémie, selon le(s) type(s) de lipides dont le taux est élevé.
3.2.1. Hypertriglycéridémie

Les TG jouent un rdle essentiel en raison de 1’apport énergétique qu’ils représentent et de leurs
nombreuses fonctions biologiques. Cependant, des taux sanguins élevés de TG peuvent mener

a des différentes maladies.

L’hypertriglycéridémie est définie comme une concentration anormale de TG dans le sang.
Selon le National Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel Il (NCEP-ATP
III), un taux de triglycérides normal est inférieur ou égal a 150 mg / dL. (Pejic and Lee, 2006).

Les deux principales sources de TG plasmatiques sont exogenes (TG provenant des graisses
alimentaires et transportés par les chylomicrons) et endogenes (TG provenant du foie et

transportés par les lipoprotéines VLDL (Yuan et al., 2007).

L’hypertriglycéridémie post-prandiale élevée est un facteur de risque de maladies
cardiovasculaires. Cette anomalie métabolique est principalement due a la surproduction et / ou
a la diminution du catabolisme des lipoprotéines riches en TG (TRL). L’accumulation de TRL
lors de la phase post-prandiale favorise la formation de petites lipoprotéines de faible densité,
ainsi que le stress oxydatif, I'inflammation et la dysfonction endothéliale, qui engendrent des

risques de maladies cardio-vasculaires (Chan et al., 2013).

Une durée de vie prolongée des résidus de CM a pu étre démontrée chez les patients
hypertriglycéridémiques et une variété de défauts potentiels de la clairance des CM remnants
(CMR) a été proposée. L’accumulation des CMR et des VLDL dans le plasma chez ’Homme

est provoquée par :

v Un déficit ou I’absence d’ApoE nécessaire a la fixation aux récepteurs lipoprotéines.
v' Une déficience en lipase hépatique : I’accumulation de petites particules VLDL
enrichies en apoE a été décrite dans le plasma des patients atteints de ce trouble

(Rubinstein et al., 1985).
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v La surproduction de particules VLDL serait également une cause 1’augmentation
relative des remnants (Cortner et al., 1991).
v La surproduction de Apo C-III retarde la clairance des remnants par déplacement de

I’apoE (de Silva et al., 1994).

Chez I’animal, il a été démontré que le LSR contribuait d’une maniére importante a la clairance
des lipoprotéines riches en TG pendant la phase post-prandiale (Yen et al., 2088), le LDL-R
n’y contribuant que partiellement, et le LRP joue un role de back up, en I’absence de LDL-R

(LDL-R knock-out).

3.2.2. Hypercholestérolémie

Le cholestérol est un composant lipidique essentiel des membranes cellulaires. Ce stérol régule
la perméabilité, la fluidité et la rigidit€é des membranes, ainsi que l'activité de nombreuses
protéines membranaires (Maxfield and Tabas, 2005). A co6té de cette fonction structurale, le
cholestérol est également la molécule précurseur de l'acide biliaire et de la synthese des
hormones stéroides. L'importance du cholestérol pour 'homéostasie cellulaire est illustrée par
sa contribution au développement et au fonctionnement du systeéme nerveux central (SNC) et
des os (Porter, 2002), a la transduction du signal, au développement des spermatozoides et a la

morphogenese embryonnaire (Bjorkhem, 2002 ; Travis and Kopf, 2002).

Cependant, la présence de niveaux élevés de cholestérol dans le sang augmente par 3 le risque
de mort par maladie cardiovasculaire (Stamler et al., 2000), et constitue, avec 1'athérosclérose,
I’une des causes les plus fréquentes de déces dans le monde occidental (Ross, 1999 ; World

Health Organization, 2003 ; Borissoff et al., 2011).

N

L'hypercholestérolémie est généralement due a une combinaison de facteurs génétiques et
environnementaux. Les contributions génétiques sont généralement dues a des effets additifs
de défauts de geénes multiples, et parfois au défaut d'un seul geéne, comme dans le cas de
I’absence du récepteur LDL-R pour 1'hypercholestérolémie familiale. Un certain nombre de
causes secondaires existent, notamment le diabete sucré de type 2, 1'obésité, l'alcool, la
gammapathie, la dialyse, le syndrome néphrotique, la jaunisse obstructive, I'hypothyroidie, le
syndrome de Cushing, l'anorexie mentale, les médicaments (diurétiques thiazidiques, la
ciclosporine, les glucocorticoides, les beta-bloquants, l'acide rétinoique) (Bhatnagar et al.,

2008).
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L’ATP III (National Cholesterol Education Program's Adult Treatment Panel IIl) a reconnu
que « I'épidémie d'obésité» aux Etats-Unis était en grande partie responsable de I'augmentation
de la prévalence du syndrome métabolique et que 1'obésité abdominale était particulicrement
fortement associée au syndrome métabolique. L'association semble étre liée a des facteurs
libérés par le tissu adipeux : les acides gras non estérifiés (AGNE), les cytokines, le
Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), et 1'adiponectine. Les cytokines libérées en exces
induisent un état pro-inflammatoire. La production d’un exces de PAI-1 par les adipocytes
contribue a un état pro-thrombotique. La résistance a l'insuline est un important facteur de
risque sous-jacent secondaire du syndrome métabolique (Reaven, 1988), (Ferrannini et al.,

1991).

IL. Le métabolisme des lipoprotéines

1. Lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des complexes de protéines et de lipides, hydrosolubles, qui assurent le
transport des lipides dans la circulation des vertébrés (Glaumann et al., 1975) et des insectes
(Rodenburg and Van der Horst, 2005). Elles sont formées au niveau du foie (Eaton and Kipnis,
1969 ; Koga et al., 1969) et de I’intestin (Wasan and Cassidy, 1998), et sont captées par le foie

et les tissus périphériques par endocytose grace a des récepteurs.

L’assemblage, la structure, le métabolisme et I’interaction lipoprotéines/récepteur sont
déterminés par leurs composants en apolipoprotéines, mais les classifications les plus courantes
des lipoprotéines sont basées sur leur mobilité électrophorétique (Stocks and Miller, 1999) ou
leur densité (Gofman et al., 1949) (Figure 7). Ces classifications distinguent les CM, les VLDL,
les LDL et les HDL. Les CM renferment seulement 1-2% de protéines (Scanu and Page, 1959),
alors que les protéines représentent environ 50 % du poids des HDL. (Scanu, 1966). Le diametre
des lipoprotéines est inversement corrélé a leur densité et la gamme de taille est d'environ 6000

A de diametre pour les CM a 70 A pour les plus petites HDL (Scanu, 1966).
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Figure 7 : Classification des lipoprotéines.

(d'apres Thorngate & Williams, http://www.morphology.dp.ua/_dict/?wid=770)

L'organisation structurelle générale est la méme pour toutes les classes de lipoprotéines : les

apolipoprotéines (apo) et les lipides amphipathiques -principalement des phospholipides (PL)

et du cholestérol libre (CL)- forment la coque externe (Scanu, 1966). La structure amphiphile

des PL permet une solubilité adéquate des lipoprotéines : la téte hydrophile est en contact avec

le plasma alors que le pdle opposé, hydrophobe, interagit avec le noyau lipidique contenant des

triglycérides, des esters de cholestérol (CE) et de petites quantités d’autres substances

hydrophobes, comme des vitamines liposolubles (Shepherd, 1994 ; Toussaint et al., 2003)

(Figure 8).

Apo B100

Figure 8 : Structure des lipoprotéines.

(http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/19060/LDL_and_LDL_receptor.gif)
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Bien que les concentrations de lipoprotéines dans le plasma sanguin soient tres variables, selon
I'age, le sexe, l'alimentation et I’état (métabolique, hormonal ou pathologique) des individus,
des concentrations représentatives des lipoprotéines (en poids total) pour un homme adulte,
sain, a jeun, dans le plasma sont d'environ 0 mg/dL pour les CM, 150 mg/dL pour les VLDL,
410 mg/dL pour le LDL-cholestérol, et 280 mg/dL pour le HDL- cholestérol.

1.1. Composants des lipoprotéines

1.1.1. Composition lipidique globale

La teneur et la composition lipidique des lipoprotéines (Tableau 4) montrent une corrélation
négative entre la teneur totale en lipides et la densité des lipoprotéines. Les glycérolipides,
principalement des TG sont les principaux constituants lipidiques des CM et des VLDL, mais
représentent moins de 11% des lipides des LDL et HDL, qui sont enrichis en CE (24-51%). Le
cholestérol libre se retrouve dans toutes les classes de lipoprotéines dans des proportions
relativement faibles, car il est activement estérifié par la lécithine cholestérol acyl transférase
(LCAT) dans les HDL et ensuite redistribué aux LDL et VLDL par la protéine de transfert des

esters de cholestérol (CETP). Le taux total de PL des lipoprotéines augmente avec leur densité.

Les principaux PL sont les phosphatidylcholines (PC ; 57-81% du poids total de PL), suivies
par les sphingomyélines (12-26% du poids total de PL). La Lyso-PC et d'autres PL
(phosphatidyléthanolamine, phosphatidylsérine et phosphatidylinositol) représentent 5-15% du
poids des PL. Les glycolipides sont présents seulement a 1'état de traces et les acides gras libres

représentent moins de 3% de la masse totale de lipides (Tableau 4).

o Composition en acides gras

A jeun, la composition en acides gras des lipoprotéines reflete leur origine biosynthétique et les

transformations métaboliques lors de la circulation Tableau 5.

Les glycérolipides (principalement des TG) renferment de fortes proportions en acides gras
18:1 et 16:0, ce qui reflete leur synthese dans le foie. La majeure partie des CE dans les
lipoprotéines humaines est formée dans la circulation par l'action de la LCAT. Cette enzyme
agit sur la PC des HDL et sur le cholestérol non estérifié pour former la lysoPC et les CE.
Durant la phase postprandiale, lorsque les concentrations en CM de la lymphe et du plasma sont
maximales, la composition en acides gras des CM reflete la composition en acides gras du repas

Tableau 5.
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Tableau 4 : Propriétés physiques et compositions lipidiques des classes de lipoprotéines.
(d’apres http://lipidlibrary.aocs.org/Lipids/lipoprot/index.htm)

cM VLDL LDL HDL
Densité (g/mL) <0.94 0.94-1.006 1.006-1.063 1.063-1.210
Lipides totaux (% poids total) 9899 90-92 75-80 40-48
Glycérolipides (% du poids total de 81-89 50-58 7-11 6-7
lipides)
Esters de cholestérol (% du poids total 2-4 15-23 47-51 24-45
de lipides)
Cholestérol non-estérifié 1-3 4-9 10-12 6-8
Phospholipides (PL) (% du poids total 79 19-21 28-30 4251
de lipides)
Phosphatidylcholine (PC) (% du poids 57-80 60-74 64-69 70-81
total de PL)
Sphingomyéline (SM) (% du poids 12-26 15-23 25-26 12-14
total de PL)
Lysophosphatidylcholine (en % du 4-10 5 34 3
poids total de PL)
Autre (en % du poids total de PL) 67 6-10 2-10 510

Tableau 5 : Composition en acides gras.
(% en poids du total) dans les principaux lipides de classes de lipoprotéines humaines
(http://lipidlibrary.aocs.org/Lipids/lipoprot/index.htm)

Acide gras VLDL LDL HDL

Glycérolipides

16:0 26.9 231 23.4
18:0 2.9 35 S
18:1 45.4 46.6 43.8
18:2 154 157 159
20:4 2.5 5.4 7.6

Esters de cholestérol

16:0 11.5 11.3 11.4
18:0 1.4 1 i i
18:1 25.6 22.4 22.4
18:2 51.8 539 54.8
20:4 6.1 6.9 6.3

Phospholipides

16:0 33.8 36 31.8
18:0 14.7 14.3 145
18:1 12.2 11.6 12.3
18:2 20.3 18.9 20.6
20:4 136 132 157
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e Organisation des lipides

Les propriétés dynamiques des monocouches lipidiques des lipoprotéines dépendent fortement
de la nature des lipides qui les constituent. Par exemple, les lipides de surface des LDL sont
plus condensés et rigides que ceux des HDL, en raison d’un contenu plus important en acides
gras saturés dans les PL des HDL, d’un rapport sphingomy¢éline / PC plus élevé ainsi que d’un
rapport cholestérol non estérifié / PL plus élevé. La monocouche de surface des VLDL est
encore plus fluide que celle des HDL, en raison de différences de composition des lipides de la
monocouche. Les apolipoprotéines exercent peu ou pas d'effet sur I’assemblage moléculaire
moyen des lipides de surface, en particulier dans les LDL et VLDL. Ainsi, les lipides de surface,
reconstitués en vésicules ou microémulsions, ont une fluidité, une vitesse de diffusion et une
mobilité comparable a celles qu’ils possédent au sein de la lipoprotéine. Les lipides retrouvés
dans le noyau (TG et CE) ne représentent qu’environ 3 et 1 %, respectivement, des lipides de

surface (Miller and Small, 1983).

1.1.2. Apolipoprotéines

e Classes et propriétés générales

Les apolipoprotéines retrouvées dans le plasma (Tableau 6) sont de deux types : les
apolipoprotéines non-échangeables et les apolipoprotéines échangeables ou solubles. L apo
B100 et I'apoB48, composants protéiques principaux des LDL et des VLDL, de la lipoprotéine
(a) (Lp (a)), et des CM sont des apolipoprotéines non-échangeables. Ce sont des protéines de
tres grande taille et insolubles dans 1'eau, qui sont assemblées avec des lipides sur leur lieu de
synthese dans le réticulum endoplasmique des cellules du foie ou des intestins (Segrest et al.,
1992). Ces apolipoprotéines non échangeables circulent liées a la méme particule de
lipoprotéine lors des diverses transformations métaboliques dans le plasma, jusqu'a leur
clairance en tant que lipoprotéines, via des récepteurs spécifiques (Segrest et al., 1992). En
revanche, les apolipoprotéines échangeables (par exemple, apoAl, apoA2, apoC, apoE) ont des
masses moléculaires beaucoup plus petites que les apolipoprotéines apo B100 ou apo B48 et
une solubilité limitée dans 1'eau a 1’état délipidé. Elles peuvent étre transférées d’une particule
de lipoprotéine a I’autre et peuvent acquérir des lipides dans la circulation (Segrest et al., 1974).
La fonction commune de toutes les apolipoprotéines est d’aider a solubiliser les lipides neutres

dans la circulation (Tableau 6).
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Tableau 6 : Identité, expression tissulaire, distribution plasmatique et fonction des

principales apolipoprotéines humaines.
(d'apres Hanse, 2011)

Nom Tissu Distribution Fonction
apoAl foie, intestin CM, HDL Structurale ; activateur physiologique de la LCAT ;
efflux de cholestérol
apoAll foie (intestin) HDL Structurale ; activateur/inhibiteur de la HL ; efflux
de cholestérol
apoAlV foie, intestin CM, HDL Transport inverse du cholestérol ; activateur de la
LCAT ; metabolisme des lipoprotéines riches en TG
apoAV foie Métabolisme des lipoprotéines riches en TG
apoB100 foie VLDL, IDL, Structurale : synthése et sécrétion des VIDL ;
LDL ligand du récepteur LDL-R
apoB438 intestin CM Structurale ; synthése et sécrétion des CM
apoCl foie (intestin) CM, VLDL, Inhibiteur physiologique de la CETP ; activateur de
HDL la LCAT ; inhibiteur de la liaison aux LDL-R, LRP et
VLDL-R
apoCll foie (intestin) CM, VLDL, Activateur physiologique de la LPL
HDL
apoClll foie (intestin) CM,VLDL, Inhibiteur physiologique de la CETP ; inhibiteur de
HDL la capture hépatique de lipoprotéines riches en TG
apoD (apo Alll) foie, intestin, rate, HDL, LDL, Transport inverse du cholestérol (?)
pancréas, cerveau, VLDL
surrénales, reins
apoE foie, macrophage, CM, VLDL, Ligand des récepteurs LDL-R et LRP
cerveau IDL, HDL
apoF foie LDL (VLDL, Inhibiteur de Ia CETP
HDL)
apoG HDL ?
apoH (b2 HDL ?
glycoprotéine 1)
apol HDL Anti-inflammatoire
(clusterine)
apolL HDL ?
apo SAA HDL, CM Phase aiglie de l'inflammation
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Certaines apolipoprotéines sont connues pour activer ou inhiber des enzymes plasmatiques.
Ainsi, ’apoATl et dans une moindre mesure, I'apoE, I’apoA4, et I'apoC1 (Steinmetz et al., 1985 ;
Getz and Reardon, 2009), activent la LCAT ; 1’apoC2 et peut-étre 1’apoAS5 activent la
lipoprotéine lipase (Jong et al., 1999), et ’apoC3 et I’apoA2 peuvent agir comme des
inhibiteurs de la lipase hépatique (Weng et al., 1999 ; Mendivil et al., 2010).

Les apolipoprotéines ont également un role dans la reconnaissance des récepteurs. L’interaction
la mieux caractérisée est la reconnaissance du récepteur LDL par les lipoprotéines riches en apo
B100 et apoE. Mais d’autres interactions apolipoprotéines / récepteur ont été décrites, comme
par exemple celle du récepteur SR-BI qui fixe les HDL, en reconnaissant différentes
apolipoprotéines, y compris 1’apoAl, I’apoA2, 1’apoB100 et 1'apoE (Williams et al., 2000 ;
Bultel-Brienne et al., 2002 ; de Beer et al., 2004).

1.2. Les différentes classes de lipoprotéines

Comme indiqué précédemment, les classifications les plus courantes des lipoprotéines sont
basées sur leur densité (Gofman et al., 1949) ou sur leur mobilité électrophorétique en gel
d’agarose (Stocks and Miller, 1999). Ces propriétés sont liées a la teneur relative de protéines

et de lipides qui déterminent la densité de ces lipoprotéines.

1.2.1. Very low-density lipoprotein

Les VLDL sont des molécules de densité trés faible, inférieure a 1,006 dont le diametre est
compris entre 30 et 80 nm. Elles sont formées au niveau du foie et composées de TG, et des
apolipoprotéines apoB et apoE (Eaton and Kipnis, 1969 ; Koga et al., 1969). Elles constituent
un moyen de transport des lipides endogenes (TG, PL, cholestérol et CE), alors que des CM
assurent le transport des lipides exogenes (lipides d’origine alimentaire). Les VLDL naissantes
interagissent avec les molécules de HDL, qui leur apportent du cholestérol, des PL, de 1’apoCII
et de I’apoCIIl, pour générer des VLDL matures. Leur analyse électrophorétique en gel
d’agarose révele un profil dit « de type préP » par comparaison avec le profil de migration des
globulines sériques. Les particules VLDL sont converties en LDL dans la circulation sanguine

suite a I’hydrolyse des TG dans leur noyau par la lipoprotein lipase.
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1.2.2. Intermediate Density Lipoproteins

Les Intermediate Density Lipoproteins (IDL) sont des molécules de densité comprise entre
1,006 et 1,019 et dont le diametre est compris entre 25 et 35 nm (Chen and Kane, 1979). Les
IDL transportent principalement des CE, des TG et sont composées d’apoB100, d’apoE,
d’apoClIlI et d’apoCIIL. Comme les VLDL, les IDL sont des molécules présentant une mobilité
électrophorétique de type préP. Les IDL sont ensuite dégradées par la lipase hépatique (HL)
pour générer des LDL (Vaubourdolle, 2007).

1.2.3. Low-density lipoprotein

La densité des LDL varie de 1,019 a 1,063 (Shen et al., 1981), suite a I’hydrolyse des TG des
VLDL et IDL, le cceur hydrophobe des LDL étant principalement formé de CE destinés aux
tissus périphériques. La coque externe contient I’apoB100. Ces molécules ont une mobilité

électrophorétique de type .

1.2.4. High density lipoprotein

Les molécules de HDL sont les lipoprotéines les plus denses (densité : 1,063 a 1,210) car elles
contiennent la plus forte proportion de protéines. Ce sont aussi les plus petites des particules de
lipoprotéines avec un diametre compris entre 5 et 12 nm (Scanu, 1966). Elles sont riches en CE

et en PL, et contiennent les apolipoprotéines apoA-I, 1’apoA-I1, I’apoC-II et C-III et apoE.

1.2.5. Les chylomicrons

Les CM (d <1,006) sont des particules de lipoprotéines hétérogenes synthétisées exclusivement
pendant 1'état postprandial par les cellules épithéliales des villosités du duodénum, pour
transporter les lipides exogenes et les vitamines liposolubles de l'intestin vers les tissus
périphériques appropriés (foie, tissu adipeux, cardiaque, et tissu musculaire squelettique) pour

le stockage ou le métabolisme (Yu and Cooper, 2001).

2. Le transport des lipoprotéines

2.1. Le transport exogene

La formation des CM dans l'intestin et leur sécrétion dans la lymphe intestinale ont été

découverts par les travaux pionniers de Gage & Fish en 1924 (Brewster et al., 1978).
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L'assemblage intestinal des CM est essentiel pour 1'absorption des lipides alimentaires, des

vitamines liposolubles et pour leur distribution aux tissus périphériques (Ginsberg et al., 2006).

2.1.1. Assemblage et sécrétion des chylomicrons

L'activité de la lipase pancréatique sur les positions sn-1 et sn-3 de la molécule de TG résulte
en la libération du 2-monoacylglycérol (2-MAG) et d’acides gras libres (AGL) (Mattson and
Beck, 1956 ; Mattson and Volpenhein, 1968). De plus, I'hydrolyse des 1- ou 2-MAG par la
lipase pancréatique résulte en la formation de glycérol et d’AGL (Hofmann and Borgstrom,
1963). Les produits d'hydrolyse des lipides sont solubilisés dans les micelles et présentés aux
membranes apicales des entérocytes (Phan and Tso, 2001 ; Mu and Hgy, 2004). Les entérocytes
intestinaux absorbent rapidement et efficacement les AG libérés par 1’émulsification et
I'hydrolyse des lipides alimentaires, et synthétisent des TG pour former une population
hétérogéne de lipoprotéines appelées CM (Tso and Balint, 1986). La membrane apicale
renferme plusieurs protéines de transport qui participent a 1'absorption des différents types de
lipides. Par exemple, Niemann-Pick C1 like 1 (NPCI1L1) est une protéine impliquée dans
I'absorption du cholestérol (Altmann et al., 2004), le récepteur CD36 et la protéine de transport
des acides gras (FATP) participent au transport des AG (Schaffer and Lodish, 1994 ; Drover et
al., 2005 ; Abumrad, 2005 ; Bonen et al., 2007) alors que le récepteur scavenger de classe B
type I (SR-BI) est impliqué dans 1’absorption de la vitamine E (Reboul et al., 2006). Les acides
gras libres et les monoacylglycérides (MAG) traversent la membrane des entérocytes et sont
transportés du cytosol vers le réticulum endoplasmique (RE) par des fatty acid binding proteins
(FABP) (Agellon et al., 2002). Les TG sont resynthétisés par I’acyl-CoA: monoacylglycerol
acyltransferase (MGAT) et I’acyl-CoA: diacylglycerol acyltransferase (DGAT) (Black, 2007).
L’acyl-CoA:cholesterol acyltransferase (ACAT) est également présente dans la membrane du
réticulum endoplasmique (RE) ou elle facilite 1'estérification du cholestérol (MacDonald and

Ong, 1988 ; Buhman et al., 2000).

L’apoB48 est un composant essentiel des lipoprotéines libérées par ’intestin. L’apoB48 est le
résultat d'une modification post-transcriptionnelle de ' ARNm de I’apoB qui s'effectue dans
l'intestin des mammiferes et qui est appelée « editing » de I'apo B. De ce fait, I’apoB48 ne
renferme que 48% de la séquence de 1’apoB100 (c6té N-terminal). Elle permet la synthése des
CM par les entérocytes alors que la synthése d’apoB100 entraine la synthese et la sécrétion des
VLDL par le foie (Yoshimura et al., 2009). L’apoB48, plus courte et moins rigide que

1’apoB100, ne possede pas le domaine de liaison au récepteur de 1’apoB reconnu par le LDL-
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R. Cependant, les CM qui renferment 1’apoB48 et sont riches en apoE, sont reconnus par les
récepteurs LRP (aprés ajout d’apoE exogene), LSR et LDL-R hépatiques, qui internalisent les
résidus de CM par liaison avec 1’apoE, les VLDL par reconnaissance de 1’apoE ou I’apoB100
et les LDL par reconnaissance de 1’apoB100 (Véniant et al., 1998 ; Yen et al., 1994 ; Bihain
and Yen, 1992). Un autre facteur requis pour l'assemblage des lipoprotéines intestinales est la
microsomal triglyceride transferase (MTP) (Black, 2007 ; Mansbach and Gorelick, 2007). Un
CM primordial contenant de I’apoB48 et des TG est enrichi en TG et CE par la MTP pour
former un pré-CM (Black, 2007). L’interaction de I’apoB avec des lipides résulte en la
libération de lipoprotéines naissantes dans le lumen du RE (van Greevenbroek and de Bruin,
1998). L’apoa-1V est ajouté a la surface des CM (Carriere et al., 2005). Apres maturation finale
dans le Golgi, le CM mature est sécrété par la membrane basolatérale par exocytose dans la
voie lymphatique (Siddiqi ef al., 2003 ; Black, 2007) (Figure 9).
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Figure 9 : Assemblage intracellulaire des lipoprotéines riches en triglycérides, chylomicrons
et VLDL.
(d'apres Toussaint et al., 2003)

2.1.2. Distribution des chylomicrons

Apres leur libération dans la circulation générale, les HDL matures, riches en CE, cedent I’apoE
et ’apoC-II aux CM naissants (Kaysen, 2007). Ce processus est essentiel pour le métabolisme
des CM parce que I’apoE est un facteur déterminant pour la fixation des CMR aux membranes
hépatiques et leur élimination par endocytose par les récepteurs hépatiques (Sherrill et al.,
1980 ; Shelburne et al., 1980 ; Cooper et al., 1982). L’ApoC-II sert d’activateur pour la
lipoprotéine lipase (LaRosa et al., 1970 ; Havel et al., 1973). La lipoprotéine lipase, liée a
surface luminale des cellules endothéliales des capillaires qui perfusent le muscle squelettique,
le tissu adipeux et le myocarde, catalyse I'hydrolyse des TG des CM et des VLDL. Cela conduit
a la libération de plus de 70% des AG et a leur absorption par les myocytes et par les adipocytes.

Dans le tissu adipeux, les AGL sont mis en réserve apres leur estérification, ce qui permet la
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syntheése de nouveaux TG (Merkel et al., 2002). En conséquence, de nouvelles particules de
plus petites tailles et riches en CE sont produites, les CMR, qui sont ensuite libérés dans la
circulation ou ils cédent I’apoC aux HDL pauvres en esters de cholestérol. Ces particules sont
rapidement éliminées du sang essentiellement par le foie (Yu and Cooper, 2001). Les CM, dont
la demi-vie est de 1'ordre de 10 minutes, sont donc rapidement épurés de 90 % de leurs TG.
Parallelement a I'hydrolyse des TG, les CM perdent d'autres constituants puisque 80 % des PL
et 40 % des apoprotéines, principalement apoAl, apoAll et apoC, sont transférés aux HDL
durant leur catabolisme (Redgrave and Small, 1979). Les CM et leurs remnants sont également
riches en apoE. Cet enrichissement résulte de l'acquisition de l'apoE dans I'espace
extracellulaire apres sécrétion de la lipoprotéine a partir des cellules épithéliales de l'intestin

dans la lymphe.

Le métabolisme des CM et leurs remnants est une voie permettant de distribuer 1'énergie
provenant de l'alimentation pour le stockage dans les tissus adipeux ou une utilisation

immédiate dans les muscles (Karpe, 1999).

2.1.3. Capture des résidus de chylomicrons

Les CM subissent la lipolyse dans la circulation catalysée par la lipoprotéine lipase et puis

entrent dans l'espace de Disse, entre 1'endothélium et 1'hépatocyte.

L’hépatocyte représente le site d’élimination des résidus de CM. Un nouveau récepteur
hépatique aux lipoprotéines, LSR, a été découvert et identifié comme ligand des lipoprotéines
apoB et apoE, qui présente une forte affinité pour les lipoprotéines riches en TG telles que les
CM. Ce récepteur est actif en présence des AGL produits lors de la lipolyse et est impliqué dans
la clairance des résidus de CM (Yen et al., 2008). Une fois internalisés, les résidus de CM
peuvent fusionner avec des lysosomes qui induisent une lipolyse et une protéolyse quasi

complete de ses constituants.

En effet, les CE et les TG sont hydrolysés au niveau des lysosomes (Lusa and Somerharju,
1998), puis le cholestérol libre est ensuite ré-estérifié par ’ACAT et stocké sous forme de
gouttelettes de CE (Redgrave, 1970 ; Stone et al., 1989), les AGL sont oxydés et rentrent dans
le systtme de synthese des TG. Le cholestérol et les TG sont alors soit intégrés dans de

nouvelles particules synthétisées par le foie (VLDL) ayant pour but d’approvisionner les tissus
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périphériques (transport endogene) soit excrétés dans les canicules biliaires en vue de leur

élimination (Figure 10).

2.2. Le transport endogéne

La voie endogene du métabolisme des lipoprotéines réfere a la sécrétion hépatique et au
métabolisme des VLDL en IDL et LDL (Gibbons, 1990). Seuls deux types de lipoprotéines, les
VLDL et les CM, sont entierement formés dans les cellules par 1'assemblage dans le RE. Les
VLDL sont formées dans l'appareil de Golgi et sécrétées dans le sang par le foie (Gibbons,
1990). Elles contiennent 4 a 5 molécules de TG pour une molécule de CE (André-Fouét et al.,
2004). Les particules VLDL comme les CM contiennent les apoC et apoE mais renferment de
I’apoB-100 au lieu de 'apoB-48. Elles ont un rapport cholestérol / TG plus élevé. Elles peuvent
enrichir leur contenu en CE par un transfert provenant des HDL médié par la CETP.
L'assemblage de TG hépatiques avec les autres composants majeurs de la particule VLDL
naissante (apoB-100, CE, PL et vitamine E) nécessite l'action de la protéine de transfert des
microsomes (MTP). Les particules assemblées se déplacent a la surface de la cellule et sont
libérés par exocytose. Une fois en circulation, les VLDL viennent en contact avec la
lipoprotéine lipase des tissus adipeux musculaire, cardiaque et squelettique. Les TG des VLDL
sont hydrolysés par la LPL, en particulier dans le tissu adipeux et le tissu musculaire. L'enzyme
activée facilite I'hydrolyse des TG des VLDL, ce qui provoque la libération d’AG et de glycérol
a partir d'une partie des TG. Les AG libérés pénetrent dans les cellules par les transporteurs tels
que FATP et CD36. L’apoC-II est transférée des VLDL aux HDL, mais les VLDL conservent
I’apoE. Les HDL transferent également les CE aux VLDL en échange de PL et de TG par la
cholesteryl ester transfer protein (CETP). Comme les VLDL subissent une hydrolyse
supplémentaire par LPL et I'action de la CETP, ils continuent a diminuer en taille et deviennent
des IDL. Le foie élimine 40 a 60% des VLDL et des IDL par endocytose via les récepteurs de
lipoprotéines qui reconnaissent 1'apoE (Véniant et al., 1998). Le reste des IDL est remodelé par
la lipase hépatique (HL) pour former les LDL; au cours de ce processus, la plupart des TG dans
la particule sont hydrolysés et toutes les apolipoprotéines, sauf I’apoB-100, sont transférées sur
d'autres lipoprotéines. Le cholestérol 1i¢ aux LDL représente 70% du cholestérol plasmatique
chez la plupart des individus. La Lipoprotéine (a) [Lp (a)] ressemble aux LDL par sa
composition lipidique et hépatique, mais elle contient une protéine supplémentaire appelée
apolipoprotéine (a) [apo (a)]. L’apo(a) est synthétisée dans le foie et est liée a I'apoB-100 par
un pont disulfure (Figure 10).
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2.3. Le transport inverse

Cette voie de transfert assure le retour du cholestérol excédentaire des tissus périphériques
incapables de le stocker vers le foie. Le foie est le seul organe capable d’¢liminer le cholestérol
excédentaire de 1’organisme par la voie biliaire, le cholestérol pouvant étre excrété sous forme
native ou sous forme d’acides biliaires (Li et al., 2011). Les mouvements de cholestérol peuvent
se faire par diffusion a travers la membrane plasmatique puis par incorporation dans les HDL
(Figure 10), mais peuvent étre favorisés par le récepteur SR-B1 ainsi que par la protéine ATP-
binding cassette transporter (ABCA1) codée par le gene ABCA1 (Hovingh et al., 2003 ; Peng
et al., 2004).

Ce processus de transport inverse du cholestérol commence par la synthese de 'apoA-I dans le
foie et sa libération dans la circulation. Ce sont les HDL natives qui se chargent du transport du
cholestérol cellulaire. Les HDL natives sont pauvres en lipides et ont une forme discoidale du
fait de I’absence de lipides neutres dans leur cceur. Elles ont une mobilité électrophorétique de
type prép (préf-HDL) qui les distingue des molécules de HDL (mobilité de type o) retrouvées
principalement dans les compartiments intravasculaires. Au contact des cellules périphériques,
ces petites HDL captent le cholestérol libre membranaire. Cette réaction est facilitée par le
récepteur ABCA1. L’enrichissement progressif en cholestérol libre génere des HDL de taille
croissante (pré-B2, puis des pré-f3 HDL). Ces HDL acquierent, dans le plasma, de la lécithine
cholestérol acyltransférase (LCAT) qui catalyse 1’estérification du cholestérol libre. Les CE
ainsi formés integrent le cceur des HDL qui adoptent une forme sphérique (HDL3). Ces
particules se chargent en apolipoprotéines échangeables, telles que les ApoE et C. Elles
échangent des CE contre des TG aux VLDL grace a I’action de la CETP. A ce stade, elles
deviennent des HDL2 captées par le foie via I’ApoE. L'acquisition des PL et des
apolipoprotéines, qui sont libérées dans la circulation suite a la lipolyse des TG a partir des CM
et des VLDL par I'action de la LPL, convertit les HDL3 en de plus grandes particules, les HDL2
(Yokoyama, 1998 ; Brewer, 2004), (Figure 10). Récemment, ABCGI1 a été identifi€¢ comme un
nouveau transporteur ABC de 75,6 kDa exprimé entre autres dans les macrophages et les
hépatocytes, qui permet 1’efflux du cholestérol cellulaire aux particules HDL in vitro (Klucken
et al., 2000; Wang et al., 2004; Kennedy et al., 2005) et contribue au transport inverse de
cholestérol in vivo (Zhang et al., 2005). L expression d’ABCG1 dans le foie est augmentée de

facon significative en réponse a l'activation par LXR (Kennedy et al., 2005). Les souris
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knocked-out pour ABCGI1 nourries avec un régime athérogéne montrent une athérogenese

accélérée (Out et al., 2007).

Dietary fat, cholesterol i
¥ Bile salts, cholesterol Liver

Intestine

Phospholipid Protein Cholesteryl
(PL)

Naseent flcar  HDL CETP LDL
Chylomicron / PLTP A
Fatty Cholesterol, Fatty
. ] acids PL Lipolysis acids
Lipolysis
‘ A LPLY
] U ! U
LPL CD36 ABCA1 LIPG CD36 LDLR
PCSK9
Tlnhibition Ttra?mgggtgrs TGlycosylation \
ANGPTL3 GALNT2 CELSR2-PCRC1-SORT1 Degradation
TRIB1
Peripheral tissues NCAN-CLIP2-PBX4

Figure 10 : Métabolisme général des lipoprotéines.
(d'aprés Lusis and Pajukanta, 2008). Les fleches bleues, violettes, orange désignent
respectivement les voies exogéne, endogeéne et de transport inverse.

3. Les récepteurs des lipoprotéines

Le rdle principal des récepteurs de lipoprotéines dans le métabolisme lipidique systémique est
I’élimination des lipoprotéines de la circulation. Au niveau des tissus périphériques tels que le
cceur, le tissu adipeux et le muscle squelettique, les TG sont extraits des lipoprotéines par
I’action de différentes enzymes lipolytiques. Les enzymes agissent en présence de cofacteurs
pour libérer les TG des lipoprotéines et permettre leur internalisation au niveau de
I’endothélium des tissus périphériques. Les lipoprotéines peuvent aussi €tre captées par des

récepteurs lipoprotéiques principalement au niveau du foie. Le ciblage correct des lipoprotéines
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vers les sites de métabolisme et d'élimination est médié par les apolipoprotéines. Elles
constituent I’¢lément de la lipoprotéine qui est reconnu lors de l'interaction des particules de

lipoprotéines avec des enzymes, des protéines de transfert, et des récepteurs de surface

cellulaire.
3.1. La superfamille du LDL-R

Tous les récepteurs de la superfamille du LDL-R procedent a I’endocytose des lipoprotéines au
moyen de vésicules recouvertes de clathrines suivie d’une dégradation lysosomale qui libere le
cholestérol pour le métabolisme cellulaire (Chen et al., 1990 ; Garcia et al., 2001). La Figure

11 présente les membres de cette famille et leur structure.
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Figure 11 : Famille des récepteurs LDL-R.

(adapté de Willnow et al., 2007). A: Récepteurs considérés comme les principaux membres de
la famille LDL-R. B: Récepteurs plus éloignés, en raison d’un module inversé (LRP5/6) ou
combiné a des motifs non retrouvés dans les autres récepteurs. Abréviations : APOER2, apo-E
receptor 2 ; Ce, C. elegans ; LDLR, Low Density Lipoprotein Receptor ; LRP, LDL receptor-
related protein ; MEGF7, multiple epidermal growth factor-type repeat containing protein 7;
RME-2, receptor-mediated endocytosis-2 ; SORLA, sortilin-related receptor with A-type
repeats ; VLDLR, very low-density lipoprotein receptor
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Le récepteur LDL-R mature est une glycoprotéine membranaire trés conservée de 839 résidus,
composée de cinq domaines. A partir de 1'extrémité N-terminale, ces domaines sont : (i) un
domaine de liaison des ligands, (ii) un domaine qui présente un degré élevé d'homologie avec
le facteur de croissance épidermique (EGF), (iii) un domaine qui contient un ensemble de
chaines O-glycosylées, (iv) un domaine transmembranaire, et (v) une courte région

cytoplasmique.

e Le domaine de liaison au ligand. Le domaine extracellulaire en N-terminal correspond
a un domaine de liaison des ligands (lipoprotéines contenant I’apoB100 ou I’apoE) qui
renferme 7 séquences répétées de 40 résidus riches en résidus de cystéine et la séquence
signature Ser-Asp-Glu (Esser et al., 1988).

e Le domaine d'homologie de précurseur du facteur de croissance épidermique
(Epidermal Growth Factor ou EGF). Cette région du récepteur LDL est adjacente au
site de liaison au ligand et serait impliquée dans la dissociation acide-dépendante des
LDL et dans le recyclage du récepteur. Ce domaine est constitué d'environ 400 acides
aminés (Beglova and Blacklow, 2005).

e Le domaine O-glycosylé. Ce domaine du récepteur LDL est un cluster fortement O-
glycosylé riche en résidus séryl et thréonyl, situé juste a l'extérieur de la membrane
plasmique dont I’importance fonctionnelle n’est pas clarifiée (Davis et al., 1986).

¢ Domaine transmembranaire. Le domaine d’ancrage a la membrane relie I’extrémité
C-terminale au cluster O-glycosylé. Sa délétion entraine la sécrétion d’une forme
tronquée du récepteur.

e Région cytoplasmique. Ce domaine, constitué de 50 résidus, est impliqué dans
I’adressage du récepteur aux vésicules riches en clathrines et dans la transduction du
signal. L'internalisation du récepteur est dépendante du motif Asn-Pro-X-Tyr (NPxY)

(Chen et al., 1990 ; May et al., 2005).

3.1.1. Le récepteur des LDL (LDL-R)

Ce récepteur a été identifié par Brown and Goldstein (1986) comme étant celui qui assure
I’endocytose des LDL par interaction spécifique avec I’apoB100. Cependant, il capture aussi
les VLDL par interaction avec 1I’apoE. Le récepteur mature est une glycoprotéine membranaire
tres conservée de 839 résidus. Le récepteur est synthétisé sous forme d'une protéine précurseur

de 120 kDa dans le réticulum endoplasmique et est converti en une protéine de 160 kDa dans
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I'appareil de Golgi (Tolleshaug et al., 1982 ; Cummings et al., 1983 ; Tolleshaug et al., 1983).
Il est exprimé dans une grande variété de tissus. L'expression la plus élevée se trouve au niveau
hépatique, notamment dans les cellules parenchymateuses et aussi les cellules de Kupffer, dans
la glande surrénale (Huettinger et al., 1984 ; Gherardi et al., 1991) , mais il a également été
retrouvé dans les cellules du rein, de la rate, de 'aorte thoracique et du cceur (Gherardi et al.,
1991). C’est un €élément clé dans la régulation de I'hnoméostasie du cholestérol. En effet, apres
internalisation, les particules de LDL déclenchent phénomenes : /) la réduction de 1'expression
du gene de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA-réductase (HMGCR) pour diminuer la
biosyntheése du cholestérol; 2) le renforcement de l'activité de l'acyl-CoA cholestérol
acyltransférase (ACAT) pour réduire le cholestérol libre et 3) la suppression de la synthese des
LDLR pour réduire I'absorption de LDL via SREBPs, (Brown and Goldstein, 1976 ; Shimomura
et al., 1997; Tamura and Shimomura, 2005).

3.1.2. Le VLDL-R

Le récepteur des VLDL est une protéine de 846 résidus d’acides aminés (Oka et al., 1994). Sa
structure ressemble fortement a celle du LDL-R et il reconnait spécifiquement les lipoprotéines
riches en TG contenant de I’apoE, comme les VLDL, les IDL et les chylomicrons. Toutefois,
ce récepteur ne reconnait pas les LDL contenant uniquement 1’apoB100 (Takahashi et al.,
1992), alors que le LDL-R reconnait principalement ces lipoprotéines. La distribution tissulaire
de ’ARNm du VLDL-R est différente de celle du LDL-R. Le récepteur VLDL est tres abondant
dans les tissus impliqués dans le métabolisme des AG comme le cerveau (Nimpf and Schneider,
1998), le ceeur, les muscles et le tissu adipeux, mais il est presque absent dans le foie (Takahashi
et al., 1992). Son rdle physiologique serait de délivrer des particules riches en TG aux tissus
périphériques (Wyne et al., 1996) ou d’immobiliser ces particules a la surface des cellules
endothéliales pour faciliter I’action de la Lipoprotéine Lipase et permettre 1’apport d’AGL aux
tissus adjacents (Takahashi et al., 1995). Le VLDL-R serait également impliqué dans la

transduction du signal neuronal (D’ Arcangelo et al., 1999).

3.1.3. Le récepteur lipoprotein receptor-related protein (LRP)

Le récepteur LRP est comme un membre de la famille des LDL-R, identique au récepteur de
I’a2-macroglobuline comme 1’a constaté Dudley Strickland (Qiu et al., 2002). Le LRP est
exprimé principalement dans le foie, mais peut aussi étre trouvé dans de nombreux types

cellulaires différents (Moestrup et al., 1992) comme le cerveau et les poumons (Sugiyama et
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al., 2000). Un dysfonctionnement du LRP in vivo résulte en une augmentation du taux de
cholestérol et de TG dans la circulation (Willnow ef al., 1994 ; Rohlmann er al., 1998), mais
seulement en 1’absence du LDLR, et joue donc un role de « back up au niveau hépatique ». De
plus, une diminution de I’expression du LRP a ¢été observée chez les rats agés ; elle
s’accompagne d’une clairance moins efficace des remnants de VLDL (Field and Gibbons,

2000).

3.2. Autres récepteurs des lipoprotéines

3.2.1. Les récepteurs éboueurs ou « scavenger receptors » (récepteurs SR)

Ils sont regroupés en différentes classes structurales :

Les récepteurs éboueurs (scavenger receptors) de classe A comprennent les produits de 3 genes
proches : SR-AI SR-AII, SR-AIII, le récepteur des macrophages (MARCO) et le récepteur de
la lectine de type C. Les récepteurs éboueurs de classe A sont des récepteurs dits de type 11
(extrémité C-terminale extracellulaire, région transmembranaire unique et un cytoplasmique N-
terminale). Ce sont des glycoprotéines membranaires qui peuvent former des homotrimeres.
Les isoformes SR-Al et SR-AIl peuvent se lient aux LDL modifiées, aux acides polynucléiques,
a certains composants bactériens et certains ligands glucidiques (Dhaliwal and Steinbrecher,
1999). SR-AII est plus court que SR-AI : il ne renferme pas le domaine C-terminal riche en
résidus de cystéine (Matsumoto et al., 1990) mais conserve les séquences riches en résidus
chargés positivement des collagen-like repeats qui semblent &tre importantes pour la
reconnaissance du ligand (Doi et al., 1993) L’épissage alternatif de ' ARNm génére I’isoforme
SR-AIII qui ne contient que quatre des six résidus cystéine C-proximales trouvés dans SR-AI
(Gough et al., 1998). Bien que le domaine collagen-like impliqué dans la liaison de ligand soit
présent dans SR-AIIL, ce récepteur ne peut pas lier des ligands extracellulaires car il est confiné
dans le réticulum endoplasmique des mammiferes (ER) (Gough et al., 1998). Le récepteur
MARCO lie les LDL modifiées, les bactéries et les lipopolysaccharides (Kraal et al., 2000 ;
Sankala et al., 2002).

Les récepteurs de classe B reconnaissent divers ligands dont le collagéne, les AG, les
phospholipides anioniques, la thrombospondine, les cellules apoptotiques, les LDL natives, les
LDL oxydées, les HDL et les VLDL (Greenwalt et al., 1992 ; Calvo et al., 1998 ; Terpstra et
al., 2000). Les récepteurs éboueurs de classe B sont de type Il (domaine transmembranaire

multiple). Ce sont des glycoprotéines membranaires avec une topologie caractéristique en
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«hairpin»: les deux régions transmembranaires sont situées a proximité des régions N- et C-

terminales cytoplasmiques (Greenwalt ef al., 1992).

Le geéne du récepteur scavenger de classe C (dSR-CI) de la mouche Drosophila melanogaster
n’a pour I’instant pas d’homologues connus chez d'autres organismes eucaryotes. Ce récepteur
est exprimé sur les hémocytes et les macrophages lors du développement embryonnaire des
mouches (Pearson et al., 1995). Il se lie au LDL acétylées et aux bactéries (Pearson et al., 1995 ;

Réimet et al., 2001).

Les récepteurs scavengers de classe D comprennent les produits des genes CD68 et de la
lysosomal membrane glycoprotein (Lamp) (Jiang et al., 1998). CD68 a la capacité de fixer les
LDL oxydées (Ramprasad et al., 1996). 1l est exprimé sur les macrophages, les cellules de
Langerhans, les cellules dendritiques et les ostéoclastes (Jiang et al., 1998) alors que Lamp-1

et Lamp-2 sont exprimés dans un nombre plus important de cellules.

Le récepteur scavenger de classe E (LOX-1) a été identifi€ comme €tant un récepteur scavenger
endothélial spécifique, mais il peut €tre détecté sur les macrophages, les cellules de muscles
lisses et les plaquettes (Chen et al., 2002) . La N-glycosylation de LOX-1 est nécessaire a la
fois pour le transport a la surface des cellules et pour la haute affinité de liaison pour les LDL

oxydées (Kataoka et al., 2000).

Les récepteurs scavenger de classe F exprimés par les cellules endothéliales (SRECS) sont
situés sur I'endothélium chez les mammiferes et chez les vers (Adachi et al., 1997). Les genes
srec-1 (Adachi et al., 1997) et srec-II (Ishii et al., 2002) sont localisés sur les chromosomes
humains 17 et 22 respectivement. Les ligands de SREC-I comprennent les LDL oxydées, les
LDL acétylées, I’acide polyinosinique et un facteur de liaison de 1’actine, 1’advilline (Adachi et
al., 1997 ; Shibata et al., 2004). SREC-I internalise les LDL modifiées pour leur dégradation
cellulaire (Adachi et al., 1997). En revanche, SREC-II ne semble pas internaliser les LDL

modifiées (Ishii et al., 2002) mais son role physiologique n’est pas clairement établi.

Les récepteurs scavengers de classe G sont exprimés dans l'endothélium, les muscles lisses et
les macrophages. SR-PSOX/CXCL16 peut se lier a la phosphatidylsérine, aux LDL oxydées et
la chemokine CXCL16 (Shimaoka et al., 2000 ; Shimaoka et al., 2003).

Les récepteurs scavenger de classe H contiennent les protéines FEEL-1 et FEEL-2, qui

partagent 39,8% d'identité de séquence (Adachi and Tsujimoto, 2002) FEEL-1 et FEEL-2 se
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lient aux bactéries Gram négatif et aux bactéries Gram-positif. Elles peuvent jouer un rdle dans
la défense contre les infections bactériennes et dans la pathologie du diabete (Adachi and
Tsujimoto, 2002 ; Tamura et al., 2003). FEEL-1 peut réaliser I’endocytose des LDL acétylées
(Prevo et al., 2004).

3.2.2. Le récepteur lipolysis stimulated lipoprotein receptor (LSR)

Le destin des CM d’origine intestinale et leur influence sur le statut lipidique est longtemps
resté un sujet mal compris. Le foie était considéré comme I’organe responsable de leur clairance
selon un processus impliquant un récepteur spécifique, mais ce récepteur est resté longtemps
non identifié. En effet, 1’épuration des résidus de CM est quasiment normale chez des patients
déficients en récepteurs spécifiques des LDL (Rubinsztein et al., 1990), ce qui atteste la
présence d’un second récepteur pour les lipoprotéines riches en TG comme les CM (Havel and
Kane, 1995). La protéine LRP (LDL receptor related protein), initialement reconnue comme
un homologue du récepteur aux LDL, puis identifiée comme le récepteur de l’alpha2-
macroglobuline, a été proposée comme récepteur des résidus de CM (Herz and Strickland,
2001; Rohlmann et al., 1998). L’inactivation sélective de LRP in vivo n’est cependant pas
accompagnée d’une hyperlipidémie significative. Bien que plusieurs études aient suggéré
l'implication du récepteur LRP dans un role back-up pour 1’élimination des résidus de CM du
plasma, la littérature indique la présence d’une troisieme voie hépatique impliquée dans

I’épuration de ces particules.

Bihain et Yen ont découvert en 1992 un récepteur aux lipoprotéines génétiquement distinct du
récepteur aux LDL, activé par les AGL lorsqu’ils ont montré que des fibroblastes humains (FH)
portant une délétion pour 2 alleles du LDL-R étaient capables et fixer et dégrader les LDL en

présence d’oléate dans le milieu culture (Bihain and Yen, 1992).

Ce récepteur, appelé LSR (lipolysis simulated lipoprotein receptor) a été identifié comme un
acteur important pour la clairance des lipoprotéines riches en triglycérides pendant la phase
post-prandiale (Yen et al., 2008), ce qui a été confirmé par Narvekar et al. (2009) qui ont
observé une hypertriglycéridémie a la suite de la suppression transitoire in vivo du LSR
hépatique. Alors que 1’absence des deux alleles du geéne Isr est l1étale au niveau stade
embryonnaire (Mesli et al., 2004), une réduction de 50% de 1’expression de ce récepteur (chez

les animaux hétérozygotes LSR*") conduit & une augmentation de la lipémie postprandiale de
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2 a 4 fois, avec une diminution de 2 fois de la clairance des lipides par rapport aux animaux

contréles (Yen et al., 2008).

Par ailleurs, la séquence protéique déduite de I’ADN correspondant ne présente pas
d'homologie avec les récepteurs de la famille LDL-R (Dergunov, 2004 ; Rhainds and Brissette,
1999).

L’expression du gene Isr (souris) conduit a la biosynthese simultanée de 3 chaines peptidiques
a (68 kDa), o’ (63,8 kDa), et B (56 kDa), associées par des ponts disulfure. Issues de 1’épissage
différentiel d’un méme ARNm précurseur, ces 3 chaines présentent des séquences tres
similaires (Yen et al., 1999). Il avait été initialement propos€ que le récepteur soit un
hétérotrimere ou hétérotétramere composé d'une sous-unité de 68 kDa (o ou o’) et de deux a
trois sous-unités de 56 kDa (J3) associées par des ponts disulfure (Yen et al., 1999). Cependant,
des travaux récents de Nazir Ahmad au laboratoire (Ahmad et al., 2012) ont montré que la
structure quaternaire du récepteur correspondait plus vraisemblablement a une structure de type
oo’ B2 pour une masse moléculaire apparente du complexe de 248 kDa (masse théorique 246,2
kDa). La sous-unité  ne dispose pas des signaux de ciblage lysosomal putatif, du domaine
transmembranaire et du domaine riche en cystéine, mais contient les domaines de liaison de
ligand (Figure 12). De plus, la co-transfection des sous-unités a et B est suffisante pour

reconstituer l'activité LSR dans les cellules (Yen et al., 1999).
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Figure 12 : Représentation schématique de la sous-unité o et des régions absentes dans les
sous-unités o ‘et f, suite au mécanisme d’épissage alternatif. (adapté de Yen et al., 1999).
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3.2.2.1.  Activation et changement de conformation du LSR

L’activation du LSR par les AG libérés par la lipolyse constitue la premiere étape de
I’absorption des lipoprotéines. Les travaux biochimiques réalisés sur le LSR ameénent a la
conclusion que l'interaction directe des AGL avec la protéine conduit a changement
conformationnel qui démasquerait une série de résidus chargés qui constituerait le site de
fixation des lipoprotéines. Ce changement de conformation apparente est totalement réversible

lorsque le site de liaison de ligand est inoccupé (Mann et al., 1995). 1l reste cependant non

caractérisé.

3.2.2.2. Implication du LSR dans la clairance des particules riches en TG

Les lipides d'origine alimentaire sous forme de CM circulent dans le sang. Apres un repas, la
phase dite post-prandiale, la concentration de ces particules riches en TG exogenes augmente
dans la circulation. La lipémie post-prandiale, lorsque son niveau est élevé, contribue de fagcon
importante a la distribution des lipides parmi les différents tissus périphériques (Figure 13). Le
LSR est impliqué dans I’épuration des lipides d’origine alimentaire (Yen et al., 2008). Ce
récepteur lie les lipoprotéines contenant une apoB et/ou une apoE et présente une forte affinité
pour les lipoprotéines riches en TG, principalement les CMR (Yen et al., 1994 ; Mann et al.,
1995).

Aujourd'hui, il est établi que 1'activation de LSR par des AGL conduit a la fixation, I'absorption
et la dégradation de lipoprotéines contenant de 1’apoB ou I'apoE dans des modeles cellulaires,
y compris les fibroblastes. Le LSR est donc impliqué dans la dynamique de la distribution des

lipides entre le foie et les tissus périphériques (Figure 13).
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Figure 13 : Capture des lipides alimentaires sous forme de chylomicrons pendant la phase
postprandiale. Les lipides d’origine alimentaire circulent dans le sang sous forme de CM.
L’hydrolyse des CM sous [’action des lipases libere des acides gras libres (AGL) dans le sang.
Ces AGL activent le récepteur LSR, qui capte ces particules lipidiques et les élimine par
endocytose, régulant ainsi la quantité de lipides distribués aux tissus périphériques, notamment
aux tissus adipeux (Yen, communication personnelle).
Alors que I’absence des deux alléles du geéne Isr est 1étale au niveau stade embryonnaire, une
réduction de 50% de I’expression de ce récepteur (chez les animaux hétérozygotes LSR*")
conduit a une augmentation de la lipémie postprandiale de 2 a 4 fois, avec une diminution de 2
fois de la clairance des lipides par rapport aux animaux controles (Yen et al., 2008). De plus,
sous un régime hyperlipidique contenant du cholestérol, les animaux hétérozygotes LSR*"
présentent une augmentation des lipoprotéines riches en TG ainsi que des dépots lipidiques dans
I’aorte. Par conséquent, I’expression et 1’activité de ce récepteur sont directement liées a
I’homéostasie lipidique et donc énergétique, et la réduction de I’activité du LSR se traduit par
une augmentation des lipides dans la circulation pendant la phase post-prandiale suivie par une

augmentation progressive de poids. Le LSR représente donc une cible importante pour la

régulation de la lipémie post-prandiale.

Les expériences réalisées sur la distribution du LSR par le Pr Michel Darmon et son groupe
(Mesli et al., 2004), ont démontré que chez la souris adulte, I’ARNm correspondant au transcrit
LSR était détecté dans tous les tissus testés, sauf les muscles et le coeur, et était présent en
quantité abondante dans le foie, les poumons, les intestins, les reins, les ovaires et les testicules.

IIs ont, de plus, retrouvé les transcrits de tous les récepteurs des lipoprotéines testés, y compris
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le LSR, dans les organes stéroidogenes comme les glandes surrénales, les testicules et les

ovaires (Mesli et al., 2004).

Une autre étude réalisée au laboratoire montre une redistribution importante du cholestérol
membranaire au niveau du systeéme nerveux central (SNC) chez les souris LSR*- 4gées de 18
mois, suggérant que le LSR puisse avoir un rdle dans la régulation de 1'homéostasie du
cholestérol dans le SNC (Stenger et al., 2012). Quand ces souris sont soumis a un stress
amyloide sous forme d’une injection icv d’oligomeres solubles du peptide B-amyloide, une
augmentation de 1’altération de I’apprentissage et de marqueurs pré et post-synaptiques est
observée (Pingon et al., manuscrit en révision). Une évaluation de I’expression du LSR au
niveau du cerveau démontre que ce récepteur est présent dans les structures cérébrales
importantes pour les capacités cognitives et le métabolisme énergétique, ainsi que dans la

barriere hémato-encéphalique.
3.2.2.3. Modulation de I’expression de LSR au niveau hépatique

Des concentrations physiologiques en leptine, un facteur de satiété, augmentent le taux de
transcription du geéne Isr et I’expression de la protéine LSR a la surface des hépatocytes (Stenger
etal.,2010). Il est par ailleurs connu que la liaison de la leptine a son récepteur (Ob-Rb) conduit
a l'activation de la voie JAK / STAT et a la phosphorylation d’une kinase (ERK), et par
conséquent, a une augmentation de la transcription des genes codant pour des hormones
anorexigenes. L'absence de leptine ou de l'inhibition de la signalisation de la leptine est
suffisante pour conduire a une augmentation de la prise alimentaire et, par conséquent, a une
augmentation de la masse grasse, associée a une intolérance au glucose (Brabant ef al., 2005).
Des cas de résistance a I’action de la leptine ont été décrits chez des sujets obeses. Chez ces
sujets, I’expression du LSR est faible, ce qui pourrait conduire a une diminution de 1’absorption

des CM et a une lipémie post-prandiale élevée (Figure 14) (Stenger et al., 2010).
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Figure 14 : Schéma illustrant ’effet de la leptine sur ’expression du LSR.
A. Activation transcriptionnelle du géne Isr sous ’action de la leptine. L ’interaction entre la

N

leptine et son récepteur, Ob-Rb, conduit a une cascade de signalisation canonique
(phosphorylation de la protéine Erk), induisant la transcription du gene lsr et I’augmentation
du niveau protéique de LSR a la surface cellulaire. B. Effet de la leptine sur la lipémie
postprandiale. Dans les conditions physiologiques, [’effet de la leptine permet la clairance des
lipoprotéines pendant la phase postprandiale. Quand [’interaction entre la leptine et son
récepteur ne fonctionne plus (par exemple, pour les cas de résistance a la leptine observés dans
le phénomene d’obésité), |’expression protéique du LSR a la surface cellulaire est sous-
optimale, conduisant a une diminution de [’efficacité de la capture des CM, et par conséquent,
a une lipémie postprandiale élevée (Stenger et al., 2010).

3.2.2.4. Autres roles du LSR

Outre son rdle dans I’homéostasie lipidique et la distribution des lipoprotéines, des études
réalisées par d’autres groupes de recherche ont mis en évidence d’autres roles pour ce récepteur.
En effet, il a ét€ démontré que le récepteur LSR était le récepteur par lequel les toxines CDT
(Clostridium Difficile Transferase), iota (Clostridium perfringens), et CST (Clostridium
spiroforme) pénetrent les cellules hotes (Papatheodorou et al., 2011 ; Papatheodorou et al.,
2012). Par ailleurs, une étude a démontré que la tricelluline et le LSR sont des composants
protéiques des jonctions tricellulaires serrées (TJ). Ces jonctions serrées constituent le point de
rencontre de 3 cellules épithéliales et permettent de « sceller » I’espace cellulaire (Figure 15).
Le LSR est nécessaire au maintien de la fonction de la barriere épithéliale par son implication
dans le recrutement de la tricelluline au niveau des TJ (Masuda et al., 2011). Enfin, il a été

montré que le LSR était exprimé dans des tissus tumoraux impliqués dans le cancer ovarien. Le
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gene [sr a été identifié comme 1’un des 30 génes marqueurs de tumeurs potentiels (Welsh et al.,
2001). Le LSR serait aussi impliqué dans I’invasion et les mouvements cellulaires lors de cancer

de la vessie (Herbsleb et al., 2008).

B LSR
B Tricellulin
I Claudin-based TJ strands

Figure 15 : Modeéle de I’organisation des jonctions tricellulaires serrées et role du LSR.
Dans ce modele, la tricelluline joue le role de « colle » qui fixe les claudin-based TJ strands.
Le LSR est localisé a la base de ces jonctions cellulaires et fixe la tricelluline (Masuda et al.,

2011).

70



III.  Contexte de I’étude et objectifs de la these

Ainsi que nous l’avons détaillé dans Dl’introduction, des études récentes suggerent que
l'exposition aux produits chimiques environnementaux est impliquée dans l'étiologie de

l'obésité.

Cependant, I’effet des polluants organiques persistants (POP) sur le métabolisme lipidique au
niveau hépatique a été peu étudié. Une étude tres récente de Castelli er al. (2014) montre une
corrélation positive entre d’une part, I’expression au niveau ARN messager de génes codant
pour des protéines impliquées dans le métabolisme lipidique, le développement de stéatose
hépatique et d’autre part, les concentrations de POP accumulées chez le phoque annelé. Ces
auteurs concluent que le métabolisme lipidique pourrait étre affecté par 1’exposition aux

contaminants.

Or, le foie joue un rdle central pour le transport des lipides et des lipoprotéines qui partent ou
viennent du tissu adipeux et du muscle. L’objectif de cette étude était donc d'élucider le role de
micropolluants persistants, présents en tant que contaminants dans |’alimentation, sur
I’homéostasie lipidique et sur I’expression et ’activité d’acteurs du métabolisme des

lipoprotéines.

Nos études se sont focalisées majoritairement sur trois protéines membranaires importantes

pour le métabolisme lipidique au niveau de foie :

v' Le Lipolysis stimulated lipoprotein receptor (LSR) pour son role dans l'absorption et
I'élimination des lipoprotéines riches en TG contenant ApoB-et/ou I’ApoE lors de la
phase post-prandiale (Bihain and Yen, 1992; Yen et al., 1994, 2008), et dont le rdle, la
régulation, ainsi que I’étude des relations structure-fonction constituent I’un des axes de

recherche de I’équipe.

V' Le Low density lipoprotein receptor (LDL-R) qui contribue & 1'élimination des LDL et
lipoprotéines résiduelles de la circulation en se liant a 1'apolipoprotéine B-100 (apo B-
100) et de I'apolipoprotéine E (ApoE) et joue un réle majeur dans la régulation du taux

de cholestérol plasmatique chez I'hnomme (Brown and Goldstein, 1986).
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v' L’ATP-binding cassette transporter (ABCA1) qui est un transporteur impliqué dans le
transfert du cholestérol et des PL a 1'apoA-I pour former les HDL. L’importance
d’ABCALI dans la genese des HDL est illustrée par la maladie de Tangier, pour laquelle
le déficit homozygote en ABCAI1 associe une quasi-absence de HDL et une surcharge
en cholestérol dans de nombreux tissus, en particulier les amygdales, le foie, la rate, et

la muqueuse intestinale (Remaley et al., 1999).

Cependant, nos études nous ont amené ¢galement a porter notre attention sur d’autres acteurs
impliqués dans le métabolisme du cholestérol, tels que le scavenger receptor SR-BI, le
transporteur ABCGI1, et les Acyl-CoA:cholesterol acyltransferases ACAT1 et ACAT?2.
Concernant les polluants, notre choix s’est porté sur des membres de la famille des
hydrocarbures aromatiques polycycliques, famille sur laquelle 1’équipe MRCA a réalisé de
nombreuses études, et dont I’intérét est 1ié entre-autres a leur persistance dans I’environnement
et a leur fort potentiel de bioaccumulation dans la chalne alimentaire. Nous avons initié ces
travaux sur 3 représentants de cette famille partageant des propriétés physicochimiques tres
voisines, le benzo[a]pyrene, pour lequel une étude précédente avait déja mis en évidence un
effet de ce composé sur le poids d’animaux traités par voie i.p. (Irigaray et al., 2006), le

phénanthrene et le pyrene.
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MATERIELS ET METHODES
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I. Etudes Animales

1. Animaux utilisés et conditions d’hébergement

Une partie des études a porté sur des souris sauvages C57B16/] males fournies par Charles
River Laboratories (L’ Arbresle, France) agées de 10 semaines. Les souris ont été maintenues
dans une animalerie agréée et certifiée pour I’hébergement de souris OGM avec un cycle

jour/nuit de 12h/12h, une température de 21 a 22°C et une hygrométrie de 50 + 20%.

2. Traitements

2.1. Régimes

Les souris ont recu le régime standard 2018S de Harlan Teklab (Gannat, France) et de I’eau ad

libitum.

2.2. Administration du B[a]P par voie intra-péritonéale (i.p.)

Toutes les expériences ont commencé vers 9 heures du matin, c’est-a-dire, a la fin de la période
d’activité nocturne. Le B[a]P (Sigma-Aldrich) a été solubilisé dans du sérum physiologique
contenant 5% de diméthylsulfoxyde (DMSO) et 1% de carboxyméthylcellulose (CMC). Les
souris ont recu leur premiere injection par voie i.p. de B[a]P (0,5 mg/kg de masse corporelle)
ou une injection du véhicule seul, et cette injection a été répétée toutes les 48 heures pendant 2

semaines.

3. Suivi de la prise de poids et de la prise alimentaire

Le poids corporel et la consommation alimentaire ont ét€ mesurés individuellement pour

chaque souris par pesée toutes les 48h.

4. Prélevements sanguins

Les prélevements sanguins ont été réalisés par prélevement sous-mandibulaire des souris sous
anesthésie gazeuse (isoflurane) a 9 heures et 12 heures apres 4 h de privation de nourriture. Un
volume total de 100 uL de sang a été récupéré dans un tube en polypropyléne contenant 5%
d’EDTA lors de chaque prélévement par capillarité en utilisant une pipette pasteur. Le plasma

a été immédiatement collecté apres une centrifugation de 5 minutes a 10 000 rpm puis analysé
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immédiatement (dosage des TG ou du cholestérol total (TC)) ou stocké a -20°C pour des

analyses ultérieures.

5. Prélevements tissulaires

Le jour 16, lors du sacrifice, les animaux ont été sacrifiés par ponction cardiaque. Un
échantillon de tissu adipeux épididymaire ainsi qu’un muscle gastrocnémien ont été rapidement
prélevés, rincés avec du PBS froid, placés dans des microtubes et plongés dans 1’azote liquide
pour le stockage a -80°C. Une partie de 1'échantillon de foie (environ 100 mg) a été placée dans
un volume approprié de RNAlater®-RNA stabilization reagent (Qiagen) selon les instructions
du fournisseur, et stockée a 4°C pendant une nuit, puis a -80°C jusqu'a son utilisation pour
lI'extraction d'ARN. Le reste de 1'échantillon de foie a été congel€ instantanément dans de I'azote

liquide et stocké a -80°C jusqu'a son utilisation pour la préparation de membranes totales.

6. Extraction lipidique

Environ 50 mg d’échantillon de tissu congelé ont été déposés dans un tube et lyophilisés durant
5 h. Suite a la lyophilisation, 100 a 200 pL d’une solution de chloroforme/méthanol (2:1, v/v)
ont été ajoutés au tube et I’ensemble a été passé au vortex pendant 1 minute toutes les 20
minutes durant 1h. La solution de chloroforme/méthanol a ensuite été récupérée dans un autre
tube et I’extraction a été renouvelée deux fois. Les dosages lipidiques ont été réalisés apres
¢vaporation d’une faible quantité de cette solution (10-50 puL) avant I’ajout du réactif du kit de
dosage. Les valeurs obtenues tiennent compte des dilutions réalisées (quantité de solution

ajoutée a chaque extraction et quantité utilisée pour 1’évaporation et le dosage).

7. Profil lipoprotéique

Une quantité de 210 uL d’échantillon de plasma a été ajoutée a 290 puL. de tampon phosphate
30 mM contenant 150 mM NaCl, 1 mM EDTA et 0,02 % d’azide de sodium, pH 7.4.
L’ensemble a été déposé sur une colonne Superose 6 10-300 GL (GE Healthcare) équilibrée
avec le méme tampon et reliée a un systtme AKTA Explorer 10 avec un débit de 0,2 mL/min.
Trente fractions de 500 uL ont été collectées sur lesquelles les lipides (TC et TG) ont été

analysés.
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8. Analyses biochimiques
8.1 Dosages lipidiques

Les kits enzymatiques de dosage des lipides (TG et TC) ont été fournis par Biomérieux
(Craponne, France) et le kit de dosage des PL a été fourni par mti-diagnostics (Idstein,

Allemagne).
8.2 Dosage des triglycérides

Le principe de dosage des TG provenant d’un échantillon plasmatique ou tissulaire est le

suivant :
o Lipase . .
Triglycérides > Glycérol + acides gras
; Glycérokinase ]
Glycérol + ATP > Glycérol-3-phosphate + ADP
. Glycérol-3-phosphate oxydase ) .
Glycérol-3-phosphate + 02 » H,0, + phosphate dihydroxyacétone

L’eau oxygénée formée est dosée selon une réaction de Trinder :

, Peroxydase .
H,0, + parachlorophénol > Quinonéimine + 2H,0 + HCl

+ amino-4-antipyrine

L’absorbance de la quinonéimine, mesurée a une longueur d’onde de 505 nm, est

proportionnelle a la quantité de TG présente dans 1’échantillon.
8.3  Dosage du cholestérol total

Le taux de TC des échantillons plasmatiques ou tissulaires a été dosé selon le principe suivant :

, Lo Cholestérol estérase
Cholestérol estérifié

v

Cholestérol + acides gras

Cholestérol oxydase

A J

Cholestérol+ O, Cholestene-4,one-3 + H,0,
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L’eau oxygénée formée est dosée de la méme manicre que précédemment et 1’absorbance de
la quinonéimine, mesurée a une longueur d’onde de 505 nm, est proportionnelle a la quantité

de TC présente dans I’échantillon.

2H,0, + phénol Peroxydase
+ amino-4-antipyrine

> Quinonéimine + 4H,0

8.4  Dosage des phospholipides

Le dosage des PL repose lui aussi sur une méthode enzymatique utilisant la réaction de Trinder.
La premicre étape consiste en I’hydrolyse des PL en présence de phospholipase D. La deuxieéme
¢tape est 1’oxydation de la choline par la choline oxydase en bétaine et en peroxyde
d’hydrogene. En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogene réagit avec le 4-
aminoantipyrine (4-AAP) et le phénol pour donner une quinonéimine rouge. L’absorbance a

505 nm est proportionnelle a la quantité de PL.

Choline + acide phosphatidique
+ acide lysophosphatidique
+N acylsphingosyl phosphate

Phospholipides +H,0 Phospholipase D |

Choline + 20, Choline Oxidase > Bétaine + 2H,0,

POD

v

2H,0,+Phénol + 4AAP Quinonéimine +4H,0

8.5  Dosage des protéines

8.5.1 Méthode BCA

La concentration en protéines totales dans les lysats cellulaires a été¢ déterminée en utilisant un
kit basé sur la méthode BCA (acide bicinchoninique, Pierce®, ThermoScientific). Cette
méthode implique la réduction de Cu*™ a Cu*! par la liaison peptidique dans des conditions
alcalines, suivie de la chélation de deux molécules de BCA par un ion cuivreux (Cu*') (Smith
etal., 1985). Il en résulte la formation d'un complexe de couleur violette qui absorbe fortement
a 562 nm. La concentration en protéines des échantillons a été calculée en utilisant I'albumine
de sérum bovin (BSA) comme étalon avec des concentrations connues de 0 ; 100 ; 250 ; 500 ;

750 ; 1000 ; 1500 et 2000 pg/mL diluée dans du PBS 1X. Dans une microplaque, 25 pL de
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chacun des étalons et les échantillons de protéine ont été ajoutés, suivis par l'addition de 200
puL du réactif de travail BCA, préparées comme recommandé par le fournisseur par le mélange
de 50 volumes de réactif A (contenant 1% (w/v) de BCA , 2% (w/v) de carbonate de sodium,
0,16 % (w/v) de tartrate de sodium et de 0,95 % (w/v) de bicarbonate de sodium a 0,1 M
d'hydroxyde de sodium) avec un volume de réactif B (contenant 4 % (w/v) de sulfate de cuivre).
La plaque d'échantillons a ensuite été incubée a 37°C pendant 30 min et lue a2 570 nm dans un

lecteur de microplaques (Fluostar Galaxa ; BMG Labtech France).

8.5.2 Meéthode modifiée de Lowry

Le dosage par la méthode modifiée de Lowry (Lowry et al., 1951) est basé sur I’interaction
entre le cuivre alcalin et les liaisons peptidiques qui entraine la formation d’un complexe coloré

(violet pourpre) dont I’absorbance a 750 nm est proportionnelle a la concentration en protéines.

Une gamme €talon a été préparée en utilisant de la BSA purifiée. Chaque échantillon a été dosé
en double. Une dilution de chaque échantillon a été préparée, a laquelle a été ajouté le réactif
C composé de 1% de réactif B (4% CuSO4-5 H20) et 99% de réactif A (2% Na,COs, 0,16%
Na-Tartrate, 0,2% SDS, 0,4% NaOH), puis ce mélange a été laissé 30 minutes sous agitation a
température ambiante. Le réactif D (Réactif de Folin Ciocalteu dilué 1 : 1 (v/v) dans I’eau) a
été ajouté et incubé sous agitation a température ambiante durant 20 minutes. Pour finir, 200
uL de cette solution ont été déposés dans une plaque 96 puits afin d’étre dosés par

spectrophotométrie a une longueur d’onde de 750 nm.

1I. Les études cellulaires

1. Conditions

La lignée cellulaire, Hepal-6, est dérivée d'un hépatome de la souris. Ces cellules expriment le
LSR et ont été utilisées précédemment comme modele cellulaire in vifro pour déterminer les
interactions du LSR avec différentes molécules telles que la leptine et la lactoferrine (Stenger
et al., 2010 ; Ahmad et al., 2012). Les cellules expriment également le LDL-R et ABCAL, ce
qui en fait un modele intéressant pour les expériences in vitro, dont les résultats peuvent en

outre €tre comparés a ceux issus d’expériences in vivo utilisant des souris.

La lignée cellulaire Hepal-6 a été fournie par la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen (DSMZ). Les cellules ont été maintenues en milieu Dulbecco's modified
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Eagle's medium (DMEM) (Invitrogen ; Ref. 41965-039) complété avec 10% de sérum de veau
feetal traité a 56°C pendant 30 min (heat inactivated serum) afin d’inactiver le systéme du
complément (FBS), 2 mM de L-glutamine, a 37°C et 5% de CO2/95% air ambiant. Le nombre
de passages est toujours resté inférieur a 10. Pour les besoins de 1’étude, les cellules ont été
placées a raison de 100 000 ou 200 000 cellules/puits dans des plaques 12 ou 6 puits (BD
Falcon™) pour les tests protéiques et 1'extraction de I'ARN par la suite. Cependant, les cellules
ont été étalées a 50 000 cellules/puits dans des plaques 24 puits avec ou sans lamelles
respectivement pour les analyses d'immunofluorescence ou les tests de viabilité cellulaire. 48h
apres I'ensemencement (lorsque la confluence a atteint environ 80%), les cellules ont été lavées
avec tampon phosphate salin 1X (PBS : 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPOq ,
KH>PO4 1,47 mM , pH 7,4 ) et traitées avec différentes molécules de polluant, B[a]P, pyrene

et phénanthréne pour les tests de toxicité ou pour I’immunofluorescence.

2. Traitements

2.1. Exposition aux HAP

Différentes concentrations de chaque polluant ont été préparées dans du DMSO (Sigma) par
dilutions en cascade a partir d’une concentration mére (0,1M). Les cellules Hepal-6 a
confluence ont été lavées avec du PBS puis incubées pendant 1 a 2h a 37°C avec du milieu
frais contenant des concentrations finales de 0,1 ; 1 ; 10 ; 100 et 1000 uM en B[a]P, en pyrene
ou en phénanthrene, a une concentration finale en DMSO de 1%. Les cellules controdles ont
été traitées avec le DMSO 1% seul. Le PBS et les milieux ont été préchauffés a 37°C avant

mise en contact avec les cellules en culture.
2.2. Exposition a la lactacystine

Les cellules Hepal-6 ont été cultivées en plaques 12 puits dans le milieu complet DMEM, et
la lactacystine (en solution dans du DMSO a une concentration de 1 mM) a été ajoutée a une
concentration finale de 10 uM a 24 ; 40 ; 44 ou 46 heures apres ensemencement. Les cellules
ont été récoltées 48 heures apres ensemencement pour les expériences de Western blot. Pour
les expériences en présence de B[a]P , les cellules Hepal-6 ont été pré-incubées durant 1h a
37°C avec 10 uM de lactacystine ou 1% (v/v) de DMSO utilis€ comme controle, puis une

incubation supplémentaire de 1 heure en présence de 0,1 uM de B[a]P a été réalisée.
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2.3. Exposition au B[a]P en présence de chloroquine

Les cellules Hepal-6 ont été pré-incubées durant 2 h a 37°C avec 20 uM de chloroquine
(concentration finale) ou dans du PCB (1X) pour les contrdles. Le milieu a été renouvelé et
les cellules ont a nouveau été incubées pendant une heure en présence chloroquine (20 uM) et

de B[a]P a une concentration finale de 0,1 uM.

3. Test de viabilité cellulaire

3.1. Test MTT

Les effets du traitement au HAP sur la viabilité cellulaire a été évaluée par un test
colorimétrique au MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium ; Sigma-
Aldrich) qui détecte l'activité des déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes par
leur capacité a réduire le MTT en un produit bleu insoluble dans I'eau, le formazan (Mosmann,
1983). Les cellules a confluence (48 h apres I’ensemencement) ont été traitées avec différentes
concentrations de HAP : 0,1 ; 1, 10, 100, 1000 uM. Apres 1 h d'incubation a 37°C en présence
de B[a]P , de pyrene ou de phénanthrene, chaque puits a été incubé avec 100 uL. de MTT (5
mg/mL dans du PBS; concentration finale de MTT : 2 mM) a 37°C pendant 10 min sous une
atmosphere composée a 95% d’air et 5% de CO». Le milieu contenant du MTT a été éliminé
et 450 uLL de DMSO ont été ajoutés dans chaque puits. Les cellules ont ét€ incubées pendant
10 minutes a température ambiante avec une agitation maximale. Des aliquotes de 100 uL de
chaque puits ont été ajoutées a une plaque a 96 puits et I'absorbance a été lue a 570 nm dans un

lecteur de microplaques.

3.2. Test de la calcéine

Le dérivé acéto-méthoxy de calcéine (calcéine-AM) est un ester acétique de la fluorescéine,
non-fluorescent, qui traverse passivement les membranes cellulaires. Une fois dans le
compartiment intracellulaire, il est transformé par les estérases cytosoliques en calcéine
fluorescente qui n’est retenue a I’intérieur des cellules que par les cellules possédant une
membrane plasmique intacte. Comme les cellules mortes n’ont pas d’estérases actives, seules
les cellules vivantes transforment le calcéine-AM en calcéine dont le signal fluorescent est
mesurable a 530 nm et peut étre considéré comme proportionnel a la viabilité cellulaire. De
plus, la diminution de l'activité estérasique intervenant dans la transformation de la calcéine-

AM en calcéine fluorescente est caractéristique des cellules sénescentes, en apoptose ou
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soumises a l'action de substances toxiques. Associés a la fuite de la calcéine hors des cellules
en raison de la perméabilisation de leur membrane, ces deux mécanismes complémentaires font

de la mesure de la calcéine un excellent test de viabilité cellulaire et de cytotoxicité.

Les effets du traitement par le B[a]P, le pyrene et le phénanthreéne sur la viabilité cellulaire ont
été évalués par le test colorimétrique de la calcéine (calcéine-AM, Ref. C-3099, Invitrogen).
Apres 48h, les cellules ont été traitées avec différentes concentrations de HAP, soient 0,1 ; 1 ;
10 ; 100 et 1000 uM. Apres 1 h d'incubation a 37°C en présence de HAP, le milieu de culture
a été aspiré et les cellules ont été rincées une fois avec 500 uL par puits de PBS 1X. Puis, 250
pL d’une solution de calcéine-AM a 2 uM ont été ajoutés par puits et incubés a température
ambiante pendant 30 min a 1’abri de la lumicre. La solution de calcéine a été ensuite aspirée
et les cellules ont été rincées une fois par 500 pL par puits de PBS 1X. Ensuite, 200 pL par
puits d’une solution de triton 1% ont été ajoutés sur les cellules et la plaque a été agitée sur
I’agitateur de microplaques a température ambiante a I’abri de la lumiére. Aprés 15 mn
d’agitation, 100 uL par puits ont été récupérés et placés dans une plaque noire (96 puits), a
fond transparent, pour la lecture de la fluorescence. Un blanc a été réalisé avec la solution de
triton 1%. La fluorescence a été¢ mesurée sur le spectrofluorimétre (Aémission = 530 nm et Aexcitation

=485 nm) et les résultats ont été exploités avec le logiciel Biolise.

3.3.  Détection des cellules mortes par coloration au bleu de trypan

La coloration au bleu de trypan est une méthode de coloration des cellules mortes. Chez une
cellule vivante, la membrane intacte empéche 1'entrée du colorant dans le cytoplasme, alors
qu'au contraire chez une cellule morte, la membrane 1€sée laisse passer le colorant ce qui

aboutit a la coloration de la cellule en bleu.

Apres 1 h d'incubation a 37°C en présence de B[a]P, de pyréne ou de phénanthrene les cellules
ont été trypsinisées (100 puL par puits de trypsine a 0,05 %, Invitrogen, Ref : 25300-054) et
centrifugées 5 min at 100 g. Le surnageant a été éliminé et les cellules ont été resuspendues
dans le milieu sans sérum. Une partie de suspension de cellules a été diluée volume a volume
avec la solution de bleu trypan 0,4% et incubée 3 min a température ambiante. Apres 3 min,

les cellules non colorées et colorées ont été comptées dans un hémacytometre.
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III.  Analyse du taux d’expression

1. Expression protéique

1.1.  Préparation de membranes totales de foie de souris

Un échantillon de foie d’environ 300 mg a été déposé dans un tube contenant un tampon STM
1,5 M (saccharose 85,58 g/L, Tris-HCI 788 mg/L, MgCl, 203,3 mg/L) a raison de 4 mL/g de
tissu, puis broy¢ a 1’aide d’un ultraturax® (Fischer Bioblock) a une vitesse de 500 rpm qui
permet de séparer et de casser les cellules. Le mélange a ensuite été centrifugé une premicre
fois a 800 x g durant 10 minutes afin de culoter les débris cellulaires. La pellicule graisseuse a
la surface de I’échantillon a été délicatement écartée, puis le surnageant a été récupéré et déposé
dans un autre tube. L’échantillon a été centrifugé a 1 500 x g durant 15 minutes dans le but de
d’obtenir un culot renfermant les membranes totales. Le surnageant a été enlevé délicatement,
puis 3 mL de tampon STM 1,5M ont été ajoutés afin de purifier les membranes totales apres
une autre centrifugation a 1 500 x g durant 15 minutes. A ce stade, le culot cellulaire renferme
toutes les membranes d’un hépatocyte comprenant les membranes cellulaires ainsi que les
membranes des organelles. Le surnageant a été écarté et le culot cellulaire contenant les
membranes totales a été récupéré dans 1 mL d’un tampon de lavage (Tris-HCI 20 mM, EDTA

2 mM, pH ajusté a 7,4) puis conservé a -20°C.

1.2.  Préparation des lysats cellulaires

Pour I'analyse par Western blot, les protéines cellulaires totales ont été extraites en utilisant un
tampon RIPA. Les cellules en plaques 12 puits ont été lavées 2 fois avec du PBS froid puis
placées sur glace. Pour la préparation des immunoblots, 300 uL d’un tampon RIPA (0,5M Tris-
HCI, pH 7,4 contenant 1,5 M NaCl, 2,5% de 1’acide désoxycholique 10% NP-40 et 10 mM
d’EDTA; Millipore, Ref 20-188) supplémenté avec cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche,
Ref : 11836145001; inhibition de protéases a sérine, cystéine, et métalloproteases) et complété
avec du fluorure de phénylméthylsulfonyle 10 mM (PMSF), de I’orthovanadate de sodium 100
mM (Na3VOs) ont été déposés dans chaque puits, et les lysats cellulaires ont été récupérés et
incubés sur de la glace pendant 30 min puis centrifugés a 13 000 x g pendant 30 minutes a 4°C.

La concentration en protéines a été déterminée en utilisant la méthode BCA.
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1.3. Western blots

Les protéines ont été séparées par électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes (SDS-PAGE). Les échantillons ont été dénaturés a 95°C pendant 5 min dans du
tampon de Laemmli (4% SDS, 20% glycérol, 10% 2-mercaptoéthanol, 0,004% bleu de
bromophénol et Tris-HCI 0,125 M, pH. 6,8 ; Sigma, ref S3401-10VL). Le gel d’une épaisseur
de 1,5 mm a été préparé avec un gel de résolution de concentration en polyacrylamide comprise
entre 8 et 12% (en fonction de la masse moléculaire de la protéine d'intérét) dans un tampon
contenant 1,5 M de Tris-HCI, pH 8,8 ; 0,01% (w/v) SDS, 0,01% de persulfate d'ammonium
(APS) et de 0,04% de TEMED (N, N, N', N'-tétraméthyl-éthylenediamine). Le gel de
concentration est un gel a 5% dans un tampon contenant 0,5 M de Tris-HCl, pH 6,8 ; 0,01%
(w/v) de SDS, 0,01% d’APS et 0,1% de TEMED. Pour chaque transfert sur membrane avant
le Western blot, la méme quantité de protéines (15-30 ug) a été chargée dans chaque puits, en
parallele avec une aliquote de Precision Plus ProteinTM (Bio-rad) en tant que marqueur de
masse moléculaire. La migration des protéines par électrophorese a été réalisée durant 15 min
a 150 V dans un tampon de migration constitué de Tris-HCl 25 mM, Glycine 192 mM, SDS
0,1% pour la migration dans le gel de concentration, puis a 120 V pendant environ 90 min pour
la migration dans le gel de résolution, puis les gels ont été transférés sur membrane de
nitrocellulose (GE Healthcare) pendant 45 minutes a 350 mA dans un tampon de transfert (Tris-

HCl1 48 mM, Glycine 39 mM, SDS 0,0375%).

La qualité du transfert a été vérifiée a I’aide d’une solution de Rouge Ponceau (Sigma-Aldrich)
et a permis de vérifier ’homogénéité du dépot de protéines sur la membrane. Pour €éliminer le
colorant, les membranes ont été lavées avec un tampon TBST (Tris-HCI1 20 mM, NaCl 0,15 M,
et pH 7,4), les membranes ont été ensuite immédiatement incubées 1h avec une solution de
saturation (tampon TBST contenant 5% (w/v) de lait) afin de saturer les sites non spécifiques
de la membrane. Puis, les membranes ont été incubées avec 1’anticorps primaire dans tampon
TBST contenant 5% (w/v) de lait sous agitation lente (Tableau 7). Les membranes ont ensuite
été lavées trois fois 5 min avec le tampon TBST puis incubées 1h avec I’anticorps secondaire
couplé ala horseradish peroxidase (HRP-linked antibody) (Tableau 7). Suite a ces incubations,
les membranes ont été lavées trois fois 5 min dans du TBST. Les bandes ont été détectées par
chimioluminescence en utilisant le kit « ECL-Western blotting » (Amersham Biosciences) et

en suivant les instructions du fournisseur et les images ont été capturées en utilisant le systeme
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d'acquisition image de Fusion FX5 (Vilber Lourmat). La B-tubuline a été utilisée comme

le loading control pour les lysats cellulaires (Tableau 7).

Les analyses densitométriques ont été réalisées en utilisant le logiciel ImageJ (U.S. National

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html).

Tableau 7: Description des anticorps utilisés et conditions de Western blot

Anticorps

Anti—LSR
(lapin)

Anti-LDL-R

(lapin)
Anti-ACAT1

Anti-ACAT2

Anti-SRBI

Anti-ABCG1

Anti-ABCA1

Anti-B-

tubuline
(souris)

Anti-rabbit
18G

Anti-mouse
(€]

Anti-goat

186G

Masse
moléculaire
apparente
(kDa)

56-68

160

55

43

75

100

254

55

Conditions
d’incubation

Conditions de

blocage

Anticorps primaires

5% lait dans TBST 3h a température
ambiante ou une
nuit a 4°C

5% lait dans TBST une nuit a 4°C

5% lait dans TBST une nuit a 4°C
5% lait dans TBST une nuit a 4°C
une nuit a 4°C

5% lait dans TBST

5% lait dans TBST une nuit a 4°C

5% lait dans TBST une nuit a 4°C
5% lait dans TBST 2hala
température
ambiante

Anticorps secondaires

5% lait dans TBST lhala
température

ambiante

lhala
température
ambiante

5% lait dans TBST

lhala
température
ambiante

5% lait dans TBST

Dilution
utilisée

1/1000

1/500

1/500

1/500

1/500

1/500

1/1000

1/1000

1/2000

1/2000

1/2000

Fournisseur

Sigma-Aldrich

Abcam

Santa Cruz
Biotechnology

Santa Cruz
Biotechnology

Novus
Biologicals

Novus
Biologicals

Millipore

Sigma-Aldrich

Cell Signaling

Cell Signaling

Santa Cruz
Biotechnology

Référence
fournisseur

HPA007270

ab30532

sc-161307

sc-30279

NB400-132

NB400-104

MAB10005

T5201

7074

7076

sc-2922
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1.4. Immunofluorescence

Apres les traitements, les cellules ont été placées sur de la glace, lavées deux fois de suite avec
un tampon PBS froid renfermant 0,2% (w/v) de BSA pendant 10 min, puis encore une fois
avec le méme tampon pendant 5 min et enfin deux fois avec du PBS froid seul. Les cellules
ont été fixées avec du paraformaldéhyde a 4% pendant 15 min a température ambiante, puis
lavées de maniere répétée (4 fois) avec du PBS froid. Le blocage a été effectué avec une
solution de PBS/ BSA 10% (w/v) pendant 1 h. Il a été suivi par une incubation avec 1’anticorps
anti-LSR (dilution 1:200, Sigma-Aldrich) pendant 2 h a température ambiante. Les cellules ont
ensuite été lavées trois fois pendant 5 min avec du PBS froid, puis une fois avec du PBS/BSA
froid & 1% pendant 5 min avant l'incubation avec 1’anticorps secondaire anti-IgG de lapin
(dilution1:2000) conjugué a Alexa Fluor® 488 (A21206 ; Invitrogen Molecular Probes®)
pendant 1 h a température ambiante. Apres incubation, les cellules ont été lavées trois fois avec
du PBS pendant 5 min et les noyaux des cellules ont été colorés par incubation avec 4',6-
diamidino-2-phénylindole (DAPI) (2 mg/mL; dilution 1:200) pendant 15 min a température
ambiante. Apres trois lavages de 5 min par du PBS froid, les lamelles ont été enlevées et
montées sur des lames en utilisant le Fluoromount comme moyen de montage (F4680; Sigma-
Aldrich). Apres séchage pendant une nuit a 4°C, les cellules ont été observées au microscope
confocal (Fluoview FV10i, Olympus) et photographiées. Les images ont été prises a partir d'au
moins quatre régions différentes par lame renfermant presque le méme nombre de cellules et
analysées a l'aide du logiciel Wright Cell Imaging Facility (WCIF)-ImageJ (recherche du

University Health Network, Canada; http://www.uhnres.utoronto.ca

[facilities/wcif/index.htm).

2. Expression au niveau de ’ARNm

2.1. Extraction des ARNm
2.1.1. A partir de cellules Hepal-6

Pour l'extraction de ' ARNm, les cellules ont été raclées dans 350 uL de tampon de lyse RLT
(Qiagen) contenant du B-mercaptoéthanol (10 uL/mL de tampon de lyse) et les lysats
cellulaires ont été stockés a -20°C. L'ARN total a été extrait a partir de cellules Hepal-6 a l'aide
du RNeasy Mini Kit (Qiagen) selon les instructions du fournisseur. Les lysats cellulaires ont
été agités au vortex pendant 30s de facon a dissocier les cellules et ensuite déposés sur des

colonnes d'’ADNg pour éliminer I'ADN génomique par centrifugation a 8000 x g pendant 30 s.
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L'ADN génomique reste fixé a la membrane de la colonne tandis que la solution contenant de
I'ARN traverse la colonne et est appelé « flow-through ». Un volume de 350 puL d'éthanol a
70% a été ajouté au flow-through et transféré sur une colonne RNeasy, suivie d'une
centrifugation a 8000 x g pendant 15 s. La membrane de la colonne ensuite été lavée une fois
avec 700 uL de RW1 (composition non précisée par le fournisseur) et deux fois avec 500 uL
de tampon RPE (composition non fournie) par centrifugation a 8000 x g pendant 15 s. Une
centrifugation supplémentaire a été effectuée a 13 000 x g pendant 2 minutes pour sécher la

membrane de la colonne et I'ARN total a été élué dans 60 uLL d'eau RNase-free.

2.1.2. A partir de foies

Des échantillons de foies congelés (poids compris entre 30 et 40 mg) ont été homogénéisés
dans 1 mL de tampon de lyse (QIAzol Lysis Reagent, Qiagen) en utilisant un ultraturax. La
sonde de I’ultraturax, stockée dans du NaOH 2M, a été rincée deux fois dans 1'éthanol 70%,
puis deux fois dans de 1'eau ultrapure avant le broyage de chaque échantillon de tissu. Les
fragments de tissus ont ét¢é mélangés dans la solution de lyse jusqu'a ce qu’une

homogénéisation complete soit obtenue.

L'ARN total a été extrait a partir des foies a 'aide de la RNeasy® lipid tissue Mini Kit de tissu
de lipide (Qiagen). Les échantillons homogénéisés ont été placés a température ambiante
pendant 5 min, puis agités au vortex vigoureusement pendant 15 s apres addition de 200 pL de
chloroforme. Apres 2-3 min a température ambiante, les homogénats ont été centrifugés a 12
000 x g pendant 15 min a 4°C, ce qui entraine la séparation des échantillons en trois phases:
une phase aqueuse supérieure contenant I'ARN incolore, d'une interface blanche contenant de

I'ADN et une phase organique inférieure rouge contenant les protéines.

Apres avoir transféré la phase aqueuse supérieure dans un tube propre, 600 pL d'éthanol a 70%
ont été ajoutés et I'échantillon a été chargé sur une colonne RNeasy Mini, puis centrifugé a
8000 x g pendant 15 s a température ambiante. La colonne a été lavée une fois avec 700 uL de
RW1 et une fois avec 500 uL. RPE par centrifugation a 8000 x g pendant 15s. La colonne a été
finalement lavée a nouveau avec 500 pL. RPE par centrifugation a 8000 x g pendant 2 min.
Une centrifugation supplémentaire a été réalisée a 13000 x g pendant 1 min de fagon a sécher

la membrane de la colonne et I'ARN total a été élué dans 60 uL. d'eau de qualité RNase-free.
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2.2. Quantification des ARN totaux

La concentration d'ARN total a été déterminée a 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf) tandis
que la pureté de I' ARN a été estimée en calculant le rapport 260/280 nm (les protéines absorbant
fortement vers 280 nm); les échantillons ayant un rapport > a 1,7 ont été utilisés pour les

analyses ultérieures.
2.3. Transcription inverse (RT)

Dix microgrammes d'ARN totaux obtenus apres extraction ont été utilis€s pour synthétiser
I'ADNCc dans un volume final de 50 pL. Dans un mélange réactionnel contenant des hexameres
aléatoires (50 ng/uL) et des désoxynucléotides triphosphates (ANTP, 0,5 mM), I'ARN a été
dénaturé pendant 5 min a 65°C et ensuite placé sur de la glace pendant 1 min. Le mélange a
été complété a 25 uL avec du tampon RT renfermant 5 mM de MgCl,, 10 mM de dithiothréitol,
2 U/uL de RNaseOUT™ (inhibiteur de RNAses) et 2 U/uL de reverse transcriptase
SuperScript™ II. Il a ét¢ incubé a 42°C pendant 5 min, puis a 50°C pendant 50 min, suivi d'une
incubation finale a 70°C pendant 15 min. L'ADNCc obtenu a été aliquoté et stocké a -80 ° C.

Tous les réactifs utilisés dans ces réactions ont été obtenus aupres d'Invitrogen.
2.4. Real-time gPCR

La PCR quantitative a été effectuée dans un systtme PCR en temps réel, StepOnePlus™
(Applied Biosystems), avec 500 ng d'’ADNc en utilisant le powerSYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) pour Isr et ldl-r et le TagMan® Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems) pour abcal (Mm00442646_m1).

Les oligonucléotides utilisés sont présentés dans le Tableau 8. Apres la transcription inverse,
les échantillons d'ADNc ont été dilués 20 fois afin d'éviter 1'inhibition par le mélange de
réaction RT et 5 pL des échantillons ont été ajoutés dans chaque puits contenant 20uL. de
Master Mix. Le geéne de I’Hypoxanthine guanine PhosphoRibosylTransferase (hprt) a été
utilis€é comme gene de référence. Les calculs d'expression relative et les analyses statistiques

ont été effectués en utilisant 1’outil «Relative Expression Software Tool» (REST, 2009).
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Tableau 8: Primers spécifiques utilisés pour la PCR quantitative

Gene Primer Séquence (5'-3") Localisation  Taille Amplicon (bp)

Isr Forward CAGGAGAATCACCATCACAGGAA Exon 2 T
Reverse AGTAATACACTCCACTGTCTCCCCAG Exon 3

Israt Forward AAGATCTGGATGGGAACAACGAG Exon 3 63
Reverse CTTCTGAGGTCCTGCCAAGG Exon 4

Isra’ Forward AAGATCTGGATGGGAACAACGAG Exon 3 60
Reverse CAAAGAGCCAATCAAGGACAATG Exon 5

Isrp Forward AAGATCTGGATGGGAACAACGAG Exon 3 61
Reverse CCAGCAGCATAAACAAGGACAAT Exon 6

Idl-r Forward CTGGTGACCGAAAACATCCAGT Exon 11 76
Reverse AATCAACCCAATAGAGACGGCC Exon 12

abcal Forward/ Reverse Mm00442646_m1 = =

(séquence non précisée par le fournisseur)

hprt Forward TCAGACTGAAGAGCTACTGTAATGATCA Exon 3 76

Reverse AAAGTTGAGAGATCATCTCCACCAA Exon 4

Hprt: hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase

IV. Etude de P’activité

1. Purification des lipoprotéines a partir de sérum

1.1.  Purification des VLDL

Les plasmas préparés a partir de sang humain ont été centrifugés dans des tubes Beckman en
polycarbonate a paroi épaisse a 4°C et 228 850 x g (70,000 rpm) pendant la nuit (minimum
12h) dans une ultracentrifugeuse Optima équip€e d’un rotor Beckman MLA-80 a angle fixe
(valeurs d'accélération et de décélération réglées sur 9). Apres 12h, la couche supérieure
contenant les VLDL (d < 1,006 g/mL) a été retirée délicatement avec une seringue et une
aiguille courbe, placée dans un nouveau tube auquel a été ajouté 0,3 volume d’une solution
renfermant 0,15 M NaCl et 0,24 mM EDTA, pH 7,4 (lavage des VLDL). Apres une nouvelle
centrifugation (mémes conditions que précédemment), les VLDL ont été filtrées sur filtre de
0,45um et étaient d’apparence jaune et translucide. La concentration en protéines a été

déterminée par la méthode modifiée de Lowry.
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1.2.  Purification des LDL

Pour la purification des LDL & partir de plasma humain, 2,518 g NaBr ont été ajoutés a 100
mL de plasma pour obtenir une densité finale de 1,025 g/mL. Puis le plasma a été centrifugé
dans des tubes Beckman en polycarbonate a paroi épaisse a 4°C et 228 850 x g (70 000 rpm)
pendant la nuit (minimum 12 h) dans une ultracentrifugeuse Optima équipée d’un rotor
Beckman MLA-80 a angle fixe (valeurs d'accélération et de décélération réglées sur 9). Apres
12 h, la couche supérieure (d : 1,006 a 1,025 g/mL) contenant les VLDL et les IDL est retirée
al’aide d’une seringue a aiguille recourbée, et la fraction inférieure (d > 1,025 g/mL), contenant
entre-autres les LDL, a été récupérée et ajustée a une densité d = 1,055 g/mL en ajoutant 4.036
g NaB1r/100 mL. Puis cette fraction a été centrifugée dans des tubes en polycarbonate Beckman
a paroi épaisse a 4°C et 228 850 x g (70 000 rpm) pendant 20 h en utilisant le méme rotor.
Apres 20 h, la fraction de supérieure (d : 1,025 a 1,055) contenant les LDL a ét¢ isolée a 1’aide
d’une seringue a aiguille courbe. Pour laver et concentrer cette fraction LDL, 5,132 g NaBr ont
été ajoutés pour 100 mL de fraction collectée, puis une nouvelle centrifugation a été réalisée
dans les mémes conditions que précédemment. Apres 20 h, les LDL concentrées ont été
récupérées avec une spatule (si un gel s'était formé) ou une pipette Pasteur, et la fraction LDL
a été dialysée a 4°C a I’obscurité contre 1 L de solution renfermant 0,15 M de NaCl et 0,24
mM d'EDTA a pH 7.4, cette solution de dialyse étant renouvelée 3-4 fois sur une période de

24 h.

2. Immunofluorescence

2.1. Préparation de LPDS

Un sérum exempt de lipoprotéines (lipoprotein-deficient serum, LPDS) a été préparé (d : 1,25
g/mL) en ajoutant 35,82 g NaBr/100 mL a un pool de plasma humain frais suivi d’une
centrifugation a 4°C et 228 850 x g pendant 24 h. La couche supérieure contenant les
lipoprotéines (VLDL, LDL et HDL) a été écartée, alors que la fraction inférieure a été recueillie
et dialysée a 4°C contre 1 L de tampon A (0,15 M de NaCl, 0,24 mM EDTA a pH 7,4) en
utilisant une membrane de dialyse Spectra/Por® de seuil de coupure égal a 3500 Da (Spectrum
laboratories), passée sur un filtre de 0,2 um (Acrodisc ® Filtres-Pall Corporation seringues),

aliquotée et stockée a -20 ° C.
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2.2. Marquage fluorescent des LDL

Les LDL ont été marquées en utilisant un colorant lipophile, le Dil (1,1'-dioctadécyl-3, 3,3', 3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate), qui est utilisé pour marquer le noyau lipidique
neutre des lipoprotéines. Ce test a été utilis€é pour déterminer l'activité des récepteurs de
lipoprotéines, LDL-R (Stephan and Yurachek, 1993) et LSR (Yen et al., 2008). La solution
stock de Dil a été préparée par dissolution de 3 mg de Dil (Sigma-Aldrich) dans 1 mL de
DMSO. Le marquage a été réalisé en incubant 10 mg de LDL avec 500 puL de Dil (50 uL/mg
de protéine de LDL) et 20 mL de LPDS pendant 2 h a 37°C. Le LPDS a été utilis€ comme une
source de protéine de transfert de lipides, i.e. de cholesteryl ester transfer protein, ce qui facilite
l'incorporation de Dil dans les lipoprotéines. La densité des Dil-LDL a été ajustée a 1,063 g/mL
par addition de 7,698 g NaBr/100 mL, puis une centrifugation a 228 850 x g a été réalisée
pendant 24 h a 4°C. La couche supérieure contenant les Dil-LDL a été placée en dialyse a 4°C
contre 1 L de tampon A (0,15 M de NaCl contenant 0,24 mM d'EDTA, pH 7.4 en utilisant une
membrane de dialyse Spectra/Por® avec un seuil de coupure de 3500 Da, a 4°C et a
I’obscurité). Le tampon de dialyse a été changé 4 fois sur une période de 24 h. Apres dialyse,
les Dil-LDL ont été filtrées (0,2 um) et utilisées immédiatement. La teneur en protéines a été

mesurée par la méthode modifiée de Lowry.

2.3. Modification des LDL par la cyclohexanedione

La capacité des LDL a se lier au LDL-R a été supprimée par modification des résidus arginine
des apolipoprotéines ApoB par la cyclohexanedione (CHD; Sigma-Aldrich). Pour cela, 5 mg
de Dil-LDL ont été dilués dans 1 mL de tampon A, avec une incubation ultérieure dans 2 mL
de CHD 0,15 M en solution dans du borate de sodium 0,2M (pH 8,1) a 37°C pendant 2h a
I’obscurité (Shepherd and Packard, 1986). Les Dil-LDL modifiées par la CHD ont ensuite été
dessalées sur une colonne PD10 (GE Healthcare) pour enlever 1'exces de CHD. La colonne a
été lavée dans du tampon A, et 1'élution a été également effectuée en utilisant le tampon A. Les
différentes fractions de Dil-LDL modifiées par la CHD ont été prélevées et la concentration en

protéine a été mesurée par la méthode modifiée de Lowry.

2.4. Fixation des LDL marquées au LSR

Les cellules Hepal-6 ont été étalées a raison de 50 000 cellules/puits dans des plaques a 24

puits a couvercles. Apres 48h d'incubation a 37°C, les cellules ont été lavées deux fois avec du
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PBS 1X et le milieu a été remplacé par 500 uL/puits de milieu DMEM fraichement préparé,
stérilisé par filtration (0,45 pm; Acrodisc ®-filtres Pall Corporation seringues) et renfermant 5
mM de Hepes, 0,2% (w/v) de BSA (pH 7.5) et 3,7 g/LL de NaHCOs. Les études de fixation ont
été réalisées en incubant les cellules Hepal-6 d'abord avec de l'oléate (en solution dans
I’isopropanol, concentration finale : 0,5 ou 0,8 mM) pendant 3 minutes a température ambiante
afin de permettre 'activation du LSR. Les cellules ont ensuite été incubées avec 5 ug/mL ou
10 pg/mL avec les Dil-LDL modifiées par la CHD pendant 1 h a 37°C. Les puits sans oléate
ont également été inclus comme témoins avec la méme quantité d'isopropanol (1% en

concentration finale). L'expérience a été réalisée avec deux préparations différentes de cellules.

Apres les traitements, les cellules ont été placées sur de la glace, lavées deux fois de suite avec
un tampon PBS/BSA 0.2% (w/v) froid pendant 10 min, puis encore une fois pendant 5 min,
suivie de deux lavages successifs avec du PBS froid seul. Les cellules ont été fixées avec du
paraformaldéhyde a 4% pendant 15 min a température ambiante, puis lavées de maniere répétée
(4 fois) avec du PBS. Le blocage a été effectué avec une solution de PBS/BSA 10% (w/v)
pendant 1 h, suivi par une incubation avec un anticorps anti-LSR (1:200 de dilution, Sigma-
Aldrich) pendant 2 h a température ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées trois fois 5
min avec du PBS, puis une fois avec du PBS /BSA a 1% pendant 5 min avant l'incubation avec
un anticorps secondaire anti-IgG de lapin (1:2000 dilution) conjugué a Alexa Fluor® 488
(A21206 ; Invitrogen Molecular Probes ®) pendant 1 h a température ambiante. Apres
incubation, les cellules ont été lavées trois fois avec du PBS pendant 5 min et les noyaux des
cellules ont été colorés par incubation avec du 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (2
mg/mL; dilution 1:200) pendant 15 min a température ambiante. Apres trois lavages avec du
PBS pendant 5 min, les lamelles ont ét€ enlevées et montées sur des lames en utilisant
Fluoromount comme moyen de montage (F4680; Sigma-Aldrich). Apres séchage pendant une
nuit a 4°C, les cellules ont été observées au microscope confocal (Fluoview FV10i, Olympus)
et photographiées. Les images ont été prises sur au moins quatre domaines différents par lame
avec presque le méme nombre de cellules par domaine, et analysées a 1'aide du logiciel ImageJ-
Wright Cell Imaging Facility (WCIF)

http://www.uhnres.utoronto.ca/facilities/wcif/index.htm).
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2.5. Effet du B[a]P sur ’interaction entre les Dil-LDL modifiées

Les Dil-LDL modifiées par la CHD ont été incubées a température ambiante pendant 30 min
en absence ou en présence de B[a]P (1uM). Les expériences de fixation des LDL modifiées
sur le LSR exprimé en surface des cellules ont été conduites dans les conditions expérimentales
présentées dans le paragraphe 1V.2.4, mais les cellules ont ét¢ incubées avec de 1’oléate
(concentration finale 0,8 mM) et Sug/mL de LDL marquées au Dil et modifiées par la CHD et
ensuite préincubées avec le B[a]P. Les étapes suivantes sont également précisées dans le

paragraphe 1V.2.4).

3. Préparation de protéines de membranes plasmiques hépatiques enrichies en LSR

Des foies de rats agés de 9 a 12 semaines, ont été utilisés pour la préparation d’un extrait enrichi
en LSR suivant le protocole développé par Mann et al. (1995). Soixante-treize rats (rats
Sprague-Dawley, poids moyen 350 g) ont été anesthésiés par injection de 0,5 a 0,8 mL de
pentobarbital de sodium (référence 57-33-0, Sigma-Aldrich). Les cavités de I'abdomen ont été
ouvertes et les foies ont été perfusés par la veine porte avec un tampon HEPES (5 mM, pH 7,4)
glacé, contenant 0,15 M NaCl et 2 mM d’EDTA (tampon de perfusion). Le débit était de 0,5
mL/min, ce qui est proche de la vitesse d'écoulement du sang in vivo (0,35 mL/min/g de foie).
Les foies ont été incisés et rincés 2 fois dans le tampon de perfusion, puis essuyés et passés 2
fois a 'hnomogénéisateur dans un tampon contenant 0,25 M de saccharose, 5 mM de Tris-HCI
and 1 mM de MgClz, pH 7,4 (STM 0,25 M) a 500 x g pendant 5 min a température ambiante
(Yamato, homogénéisateur LSC). Un cocktail d'inhibiteurs de protéases (dilution au 1/100eme,
complete cocktail inhibitor tablets; Roche Molecular Biochemicals, ref: 11836145001, préparé
selon les indications du fournisseur) et du PMSF (dilution au 1/100eme) ont été ajoutés le jour
de la préparation au tampon STM 0,25 M. L'homogénat a été centrifugé (280 x g, 4 °C, 10 min)
pour éliminer les débris cellulaires et les noyaux des cellules. Le surnageant a été transféré dans
un tube conique de 50 mL et centrifugé a nouveau (1500 x g, 4°C, 15 min). La couche lipidique
blanche a été retirée délicatement de la surface et le culot a été remis dans le tampon STM 0,25
M pour atteindre un volume final de 10 mL, et homogénéisé deux fois a 500 x g. Un 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) a été ajouté dans chaque tube et la densité a été
controlée (1,18 g/mL). Le volume a été ajusté a 34 mL dans chaque tube avec du tampon STM
1,42 M. Ce mélange a été transféré dans un tube SW28 Ultra-Clear et 3 mL de tampon STM

0,25 M ont été€ ajoutés délicatement sur le dessus des tubes. Les tubes ont été centrifugés dans
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un rotor SW28 Beckman (82000 g, 60 min, 4°C). La membrane plasmique a I’interface a été
recueillie et reprise dans un tampon Tris-HCI 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7,4 (tampon de lavage),
puis centrifugée (1500 x g, 15 min, 15°C). Le culot a été a nouveau repris dans un tampon de
lavage contenant le cocktail d'inhibiteurs (dilution au 1/100°™) et traité par ultrasons (puissance
2,5, cycle 25%, 30 s; Vibra Cell). La concentration des protéines a été déterminée par la
méthode de Bradford (Bradford, 1976). Des aliquotes de membranes plasmiques (40 mg de
protéines) ont été réparties dans des tubes et centrifugées dans le rotor Beckman Ti75 (120 000
X g, 20 min, 4°C). Le surnageant a été éliminé et le culot a été remis en suspension dans 5 mL
de tampon CHAPS (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 13 mM CHAPS pH 8,0), et le
cocktail d'inhibiteurs de protéases (dilution au 1/100°™ : 10 mL/L). Les fractions aliquotes ont
été traitées par les ultrasons (puissance 2,5, cycle 25%, 30s) et incubées a 4°C pendant 30 min,
puis centrifugées (200 000 x g, 4 °C, 2h). Le surnageant contenant les protéines a été filtré sur

un filtre de 0,22 um et utilisé pour les ligand blots.

4. Interaction entre les lipoprotéines (VLDL et LDL) et les récepteurs LSR et LDL-
R par la technique du Ligand blot
4.1. Traitement des VLDL et LDL

Les VLDL et les LDL préparées comme indiqué dans les paragraphes IV.1.1 et IV.1.2 ont été
pré-incubées a température ambiante pendant 30 min en absence ou en présence de Bla]P (1
ou 5 uM). Les tampons d’incubation utilisés étaient un tampon PBS additionné de 200 mM
NaCl (concentration finale en NaCl: 350 mM) et 2 mM d’EDTA, pH 8 pour les études de
fixation des lipoprotéines sur le LSR, et du tampon Tris-HCI, 50 mM pH 8, contenant 2 mM
de CaClz, 50 mg/mL de BSA et 90 mM de NaCl pour les études d’interaction des lipoprotéines
avec le LDL-R.

4.2. Ligand blot

Une quantité de 30 pug de protéines de membranes plasmiques hépatiques de rat enrichies en
LSR et LDL-R a été déposée sur un SDS-PAGE a 10% d'acrylamide, en conditions non
réductrices et transférée apres migration sur membrane de nitrocellulose. La quantité de
protéine déposée a été systématiquement vérifiée a 1'aide d’une coloration au Rouge Ponceau.
Les bandelettes de nitrocellulose ont été placées pendant 1 h dans un tampon PBS contenant
3% de BSA pour bloquer les sites de fixation non spécifiques. Apres quatre lavages de 10 min

dans le tampon PBS, les bandelettes préparés pour le LSR ont été incubées 15 min dans un
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tampon PBS additionné de 200 mM NacCl (concentration finale en NaCl: 350 mM) et 2 mM
d’EDTA, pH 8, puis 15 min en présence 0,8 mM d'oléate dans le méme tampon. Pour le LDL-
R, le tampon utilisé était du Tris-HCI, 50 mM pH 8, contenant 2 mM de CaCl,, 50 mg/mL de
BSA et 90 mM de NaCl (Daniel et al., 1983) et sans oléate, car la liaison de LDL-R a son
ligand est dépendante de Ca®*, et ne nécessite pas une activation par les acides gras, a la
différence de la liaison des lipoprotéines au LSR. Les bandelettes ont été ensuite incubées
pendant 1 h a 37°C avec 20 ug/mL de B[a]P-VLDL (VLDL préincubées avec le B[a]P) ou de
B[a]P-LDL (LDL préincubées avec le B[a]P). Apres quatre lavages de 15 min dans le tampon
PBS contenant 0,5 % de Triton X-100 pour le LSR ou 50 mM Tris-HCI, pH 8 contenant 2 mM
CaClz, 5 mg/mL de BSA and 90 mM NaCl pour le LDL-R, les bandelettes ont été incubées
avec de I’anticorps anti-ApoB ou anti-ApoE (dilution au 1/500, Santa Cruz Biotechnology)
pendant 3h a 37 °C afin de détecter les VLDL (apoB ou apoE) et LDL (apoB) fixées sur la
membrane de nitrocellulose. Apres trois lavages de 15 min dans le tampon TBST, les
membranes de nitrocellulose ont été incubées avec un anticorps secondaire conjugué a la HRP

(1/2000). La révélation a été effectuée comme précédemment.
V. Diffusion dynamique de la lumiére et mesure du potentiel Zeta

Les mesures ont été réalisées en collaboration avec Jordane Janiewski (LIBIO, UL) sur un
Zetasizer Nano ZS (Malvern, Angleterre) équipé avec un laser DPSS double fréquence a 532
nm, une cellule de mesure, un photomultiplicateur et un corrélateur. L’intensité diffusée a été
mesurée avec un angle de 173° par rapport a la source par une avalanche de détecteurs
photodiodes. Le logiciel utilisé pour collecter et analyser les données est le logiciel Zetasizer

version 6.34 (Malvern).

Un mL de LDL ou de LDL (indice de réfraction : 1,47) a une concentration de 20 pg/mL dans
du Tris-HCI 0,2 mM (pH 7.4) a été placé dans une cellule Zeta (DTS1060 Malvern). Les
mesures ont été réalisées a respectivement 5,50 et 2 mm de la paroi de la cuve pour le DLS et
pour le potentiel zeta, avec un atténuateur automatique, a une température controlée de 25°C.
Ces réglages particuliers ont permis de réduire considérablement les bruits de fond et de
travailler dans un milieu légérement trouble. Les fonctions d’autocorrélation en intensité ont
¢été analysées par I’algorithme CONTIN afin de déterminer la distribution du coefficient de
diffusion translationnelle en z moyen des particules, Dt (m?. s!). Le parametre DT est relié au

rayon hydrodynamique (Rn) des particules par la relation de Stokes-Einstein:
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Dr= kBT/67[I1Rh

ou 1) est la viscosité du solvant (Pa.s) ; ks , la constante de Boltzmann (1.38 x 102 N.m.K!) ;
T, la température absolue (K) et R, (m), le rayon hydrodynamique d’une sphére qui aurait le

méme coefficient de diffusion que la particule (Gaylord and Gibbs, 1962).

Pour chaque échantillon, 15 runs de 70 s ont été réalisés avec 3 répétitions. La détermination
du potentiel Zeta approximé a été obtenue a partir des mesures de mobilité électrophorétique
déterminées avec une sélection automatique du voltage, en appliquant 1’équation de

Smoluchowski. Pour chaque échantillon, 20 runs ont été réalisés avec 3 répétitions.

VI. Dosage de B[a]P et de ses métabolites dans les échantillons de sérum des

souris

Ces analyses ont été réalisées par Nathalie Grova au Laboratory of Analytical Human
Biomonitoring, CRP-Santé, Luxembourg, 1511, Luxembourg. Des échantillons (100 pL de
sérum) ont été additionnés de 20 uL du 1-OH-benz[a]anthracene-"*Cs, (1 mg/mL) et de 10 pL
de Bla]P-d;> (1 mg/mL) comme étalons internes et ajustés a pH 5,7 avec 200 uLL de tampon
acétate de sodium 1 M. Les procédures d'hydrolyse, d’extraction et de purification ont été
effectuées conformément a la méthode d'analyse décrite récemment par Peiffer (Peiffer et al.,
2013). Des extraits de plasma ont été reconstitués dans 25 uL. de MSTFA (N-méthyl-N-
(triméthylsilyl) trifluoroacétamide, Sigma-Aldrich). La dérivatisation des analytes cibles était
complete en 30 min a 60°C, et 2 uL de l'extrait ont été injectés dans le systtme GC-MS/MS.
Les analyses ont été effectuées avec un chromatographe en phase gazeuse Agilent 7890A
équipé d'une colonne capillaire HP-5MS (30 m, diametre interne : 0,25 mm , épaisseur de film :
0,25 um), couplé a un spectrometre de masse triple quadripdle Agilent 7000A fonctionnant en
mode d'ionisation par impact d'électrons et d'un passeur d'échantillons Agilent CTC PAL. Les
conditions d'analyses utilisées pour la chromatographie et la détection MS/MS ont été décrits
comme précédemment (Grova et al., 2011). Des courbes d'étalonnage ont été effectuées en
utilisant des échantillons de plasma supplémentés avec des concentrations croissantes de B[a]P
et de leurs métabolites de 0 a 125 ng/mL de plasma. Les limites de quantification (LQs) ont été
évaluées a 0,25 ng/mL de plasma pour le B[a]P, et variaient de 0,1 a 1,0 ng/mL pour les formes

monohydroxylées et dihydroxylées du B[a]P.
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VII. ANALYSES STATISTIQUES

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM, sauf indication contraire. Les
différences statistiques ont été testées en utilisant le test t de Student ; La différence est
considérée comme significative lorsque p <0,05. Des corrélations ont été évaluées a 1'aide du

coefficient de corrélation de Pearson ou de Spearman.

= Corrélation de Pearson : ; est la moyenne de x, et

; la moyenne de y.

¥ —

> (5 =x)(i-y)

=7 = ] = La corrélation de Pearson fonction
\ Z f:[ (x;—x)° \ Z o (vi=y)° ne bien avec des données qui suive

nt une distribution normale.

= Coefficient de corrélation de Spearman :

Ce coefficient est non paramétrique car il ne fait aucune
(Y x-y)-Q-x)%) supposition sur une distribution sous-jacente.

=) (X)X )

p:
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RESULTATS ET DISCUSSION

CHAPITRE 1
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Cette étude étant la premiere de ce type réalisée au sein de notre équipe, des essais préliminaires
ont été nécessaires pour trouver un HAP qui exercant un effet sur certains acteurs du
métabolisme lipidiques (LSR, LDL-R, ABCA1) et définir les doses adaptées a des études

cellulaires.

L Effets des micropolluants sur la viabilité des cellules

Avant de débuter les expériences consacrées a 1’effet des micropolluants sur le métabolisme
lipidique des cellules Hepa 1-6, il était nécessaire de rechercher les concentrations de
micropolluants qui ne soient pas toxiques pour les cellules. Pour tous les tests de viabilité, les
cellules ont été cultivées dans du DMEM et ensemencées dans des plaques a 24 puits, comme
décrit dans Matériels et Méthodes. Quarante-huit heures apres ensemencement, les cellules ont
été lavées avec du PBS 1X et le milieu a été€ renouvelé. Les cellules ont ensuite été incubées
avec différentes concentrations de 3 HAP, le B[a]P, le pyrene et le phénanthrene, soient 0,1 ;

1,10 ; 100 et 1000 uM pendant 1 h.

1.1. L'activité mitochondriale : test MTT

Le test MTT est un test qui permet de déterminer 1'activité mitochondriale et qui reflete donc
l'activité métabolique cellulaire globale (Mosmann, 1983; van Meerloo et al., 2011). Les
résultats de ce test ont montré que le B[a]P n’avait pas d’effet cytotoxique aux concentrations
testées. Cependant, le B[a]P augmente de manicre significative (+18 %) l'activité
mitochondriale a la concentration la plus élevée (1 mM) par rapport au contrdle traité avec du
DMSO seul (Figure 16). A I'inverse, le pyréne a des concentrations 10, 100 et 1000 uM
respectivement diminue de 11, 16 et 23% l'activité mitochondriale des cellules Hepal-6. De
méme, le phénanthrene a des concentrations de 10, 100 et 1000 uM diminue respectivement

l'activité mitochondriale des cellules Hepal-6 de 8, 14 et 23%.
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Figure 16: Effets du traitement par le B[a]P, le pyréne et le phénanthréne sur la viabilité des
cellules Hepa 1-6 (test au MTT)

Les cellules ont été incubées avec les concentrations indiquées de B[a]P, de pyrene et de
phénanthréne (solution mere préparée dans du DMSO) pendant 1h et la survie des cellules a
été évaluée en mesurant l'activité de réduction du MTT. Les cellules témoins ont été traitées
avec le DMSO seul et leurs valeurs d'absorbance ont été normalisées a 100%. Les résultats
sont représentés en tant que moyenne + SEM (déterminations en quadruple) et les valeurs de p
sont indiquées lorsqu'elles sont significatives par rapport aux controles, *p<0.05 ; **p <0,01 ;
k% p <0,001
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1.2. Calcéine

Dans la méme logique, la viabilité des cellules Hepal-6 a été déterminée en utilisant un test a
la calcéine qui permet d’estimer la viabilité des cellules via 1’activité estérasique des cellules
vivantes. La survie cellulaire a été mesurée en utilisant 1'essai de réduction de la calcéine

(comme décrit dans Matériels et Méthodes).

Les résultats du test calcéine ont montré que le B[a]P n’avait pas d’effet cytotoxique a des
concentrations inférieures a 1 mM. Cependant, la concentration la plus élevée de B[a]P (1 mM)
a augmenté de 20% la viabilité des cellules par rapport au contrdle, trait¢ avec du DMSO
(Figure 17). A I’inverse, le pyréne a des concentrations 10, 100 et 1000 uM a diminué
respectivement de 12, 15 et 23% la viabilité des cellules Hepal-6. De mé€me, le phénanthrene a
des concentrations 10, 100 et 1000 uM a diminué respectivement de 11, 14 et 22% la viabilité
des cellules Hepal-6.

1.3. Coloration au bleu de trypan

Nous avons également déterminé la viabilité des cellules exposées au B[a]P, au pyrene et au
phénanthrene par coloration au bleu de trypan, qui est une méthode de coloration des cellules

mortes.

Les résultats du test coloration au bleu de trypan ont montré que le B[a]P n’avait pas d’effet
cytotoxique a des concentrations < 1 pM. Cependant, le B[a]P a diminué de maniere
significative la viabilité cellulaire (11%, 18% et 24% respectivement pour des concentrations
10, 100 et 1000 uM), par rapport au controle (Figure 18). De méme, le pyrene a diminué de
maniere significative la viabilité cellulaire des cellules Hepal-6 (de 8, 17 et 23% respectivement
pour des concentrations de 10, 100 et 1000 uM). Le phénanthréne a diminué également de
maniere significative la viabilité cellulaire des cellules Hepal-6 (9, 15 et 23% respectivement

pour des concentrations de 10, 100 et 1000 uM).
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Figure 17: Effets du Bla]P, du pyrene et du phénanthréne sur la viabilité des cellules Hepa
1-6 (test a la calcéine).

Les cellules ont été incubées avec les concentrations indiquées de B[a]P, de pyréne et de
phénanthrene (solution mere préparée dans du DMSO) pendant 1h et leur survie a été évaluée
par la fluorescence de la calcéine. Les cellules témoins ont été traitées avec du DMSO seul et
leurs valeurs d'absorbance ont été normalisées a 100%. Les résultats sont représentés en tant
que moyenne + SEM (déterminations en quadruple) et les valeurs de p sont indiquées
lorsqu'elles sont significatives par rapport au controle, *p<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001
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Figure 18: Effets du traitement par le B[a]P, le pyrene et le phénanthréne sur la viabilité des
cellules Hepa 1-6 (test au bleu de trypan)

Les cellules ont été incubées avec les concentrations indiquées de B[a]P, de pyréne et
phénanthrene (solution meére préparée dans du DMSO) pendant 1h et la survie des cellules a
été évaluée par mesure de la coloration au bleu de trypan. Les cellules témoins ont été traitées
avec le DMSO seul et leurs valeurs d'absorbance ont été normalisées a 100%. Les résultats
sont représentés en tant que moyenne + SEM (les déterminations quadruples) et les valeurs de
p sont indiquées lorsqu'elles sont significatives par rapport aux controles, ** p <0,01 ; *** p
<0,001
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1.4. Bilan des tests de viabilité

Les résultats des trois tests (MTT, calcéine et bleu de trypan) ont révélé que le B[a]P, le pyrene
et le phénanthréne n'avaient aucun effet toxique aprés 1 h d’incubation lorsque des cellules
Hepal-6 y sont exposées a des concentrations inférieures ou égales a luM. Cependant, a des

concentrations plus éleves, des effets toxiques sur les cellules ont été observés.

Ainsi, en ce qui concerne le B[a]P, le test au bleu de trypan a révélé des effets toxiques pour
les concentrations en B[a]P supérieures a 1 uM apres 1h d’incubation, alors que les tests a la
calcéine et au MTT ne montrent aucun effet toxique pour toutes les concentrations testées, les
cellules restant viables aux concentrations de 10, 100 uM et 1 mM. L’absence de toxicité
apparente par le test a la calcéine pourrait s’expliquer par le principe méme de ce test. En effet,
le calcéine-acétoxyméthylester (calcéine-AM) est un composé lipophile qui pénetre dans les
cellules par diffusion passive a travers la membrane plasmique (Figure 19). Une fois a
I'intérieur des cellules, les estérases peuvent hydrolyser le calcéine-AM en calcéine, qui est
emprisonnée dans le cytoplasme, car elle est chargée négativement. En outre, la calcéine est
fortement fluorescente, mais le calcéine-AM n'est pas. Toutefois, la protéine MDR (multi-drug
resistance) peut aussi transporter le calcéine-AM en dehors des cellules, mais pas la calcéine
sur forme libre. Dans les cellules comme les cellules hépatiques qui expriment la MDR, le
calcéine-AM qui traverse la membrane plasmique peut ainsi €tre « repompé » a partir des
cellules avant d'€tre converti en calcéine et I'accumulation de la fluorescence reste relativement
faible (Figure 19). Cependant, si un composé entre en compétition avec le calcéine-AM vis-a-
vis de la MDR, il empéche I’efflux de calcéine-AM, et entralne une augmentation de sa
conversion en calcéine et une augmentation de la fluorescence, qui n’est pas liée a une
augmentation de I’activité estérasique (Figure 19). Il est donc possible que le B[a]P puisse jouer
un role de compétiteur avec calcéine-AM pour la MDR et empéche I’efflux calcéine-AM, ce
qui pourrait expliquer I’augmentation de la fluorescence observée et biaiser les conclusions sur

la viabilité cellulaire.
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Figure 19: Principe de base de l'analyse du test a la calcéine et en présence d’un compétiteur
pour la MDR.

(A) Le calcéine-AM peut pénétrer dans les cellules par diffusion passive a travers la membrane
plasmique et étre hydrolysé en calcéine (fluorescente) par les estérases cellulaires, ou
transporté a partir des cellules par la protéine MDR avant d'étre converti en calcéine qui reste
emprisonnée dans le cytoplasme. (B) Les composés (symbole X) qui entrent en compétition avec
la calcéine-AM pour la MDR diminuent [’efflux de calcéine-AM, entrainant une augmentation
de sa conversion en calcéine et une augmentation de la fluorescence
(http://pdsp.med.unc.edu/pdspw/MDR.php)

En ce qui concerne le test au MTT couramment utilisé pour cribler 1’effet de divers composés
sur la viabilité cellulaire, plusieurs rapports ont mis en évidence des agents capables
d’augmenter la réduction du MTT en formazan, sans pour autant augmenter la viabilité des
cellules, notamment des inhibiteurs d'efflux de différentes médicaments, comme la génistéine,
l'acide ursolique, le resvératrol et les interférons. Les résultats obtenus au cours de cette étude
ont montré clairement une augmentation dose-dépendante de la réduction du MTT en formazan
lors un traitement par le B[a]P, qui pourrait également étre attribuable a un phénomene autre
que la réduction de I’activité¢ mitochondriale. Le test de viabilité au bleu de trypan qui est basé
sur la seule coloration des cellules mortes, pourrait s’avérer une méthode plus fiable pour
déterminer 1'effet sur la viabilité suite au traitement par les polluants (Pagliacci et al., 1993; Es-

Saady et al., 1996; Bernhard et al., 2003; Vellonen et al., 2004; Maioli et al., 2009).

En résumé, méme si I’interprétation de ces tests reste sujette a caution, nous pouvons conclure
avec un bon degré de certitude que les polluants utilisés dans cette étude (B[a]P, pyréne et
phénanthréne) ne sont pas toxiques pour les cellules Hepal-6 tant que 1’on travaille a des

concentrations inférieures ou égales a 1 uM. En effet, aucune différence n’est observée sur les
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3 tests en présence des polluants par rapport au controle. De plus, 1’analyse en Western blot
montre que le taux d’expression protéique de la B-tubuline, une protéine du cytosquelette était
inchangé apres exposition des cellules Hepal-6 aux trois polluants (concentrations inférieures
ou égales a 1 uM), ce qui constitue un argument supplémentaire en faveur de notre conclusion

(Figure 20 A).

II. Effets du B[a]P, du pyréne et du phénanthrene sur 1'expression du LSR, du LDL-
R et de PABCAL

Nous avons effectué cette étude dans le but de rechercher si le B[a]P, le pyrene ou le
phénanthréne exercaient un effet sur le niveau d’expression protéique du LSR, du LDL-R et de
I’ABCA1 dans les cellules Hepa 1-6. Pour ce faire, les cellules Hepa 1-6 ont été incubées
pendant 1 h a 37°C avec différentes concentrations de B[a]P, de pyréne et de phénanthreéne
inférieures aux concentrations pour lesquelles une toxicité avait ét€ démontrée précédemment
(0,1 et luM). Apres incubation, les cellules ont été lavées trois fois avec du PBS 1X froid sur

la glace et récupérées pour I’analyse par Western blot (Figure 20 B).

L'analyse par Western Blot n’a pas révélé de variation significative des niveaux d’expression
protéiques pour le LSR, le LDL-R et "TABCAT1 a 0,1 et 1 uM de pyrene et de phénanthréne, par
rapport aux cellules contrdles traitées au DMSO seul. (Figure 20 B). En revanche, I’analyse a
révélé une diminution significative de 2,7 , 1,15 et 1,9 fois respectivement, des niveaux
d’expression protéique pour I’ABCAI, le LDL-R et le LSR suite au traitement des cellules par
0,1 uM de B[a]P ainsi qu’une diminution significative de 3,7 , 1,35 et 3,4 fois respectivement,

suite au traitement par une concentration de 1 uM de B[a]P.
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Figure 20: Effet du B[a]P, du pyréne et du phénanthréne sur le t d’expression protéique du
LSR, du LDL-R et de I’ABCAI dans les cellules Hepa 1-6.

Les cellules Hepal-6 ont été incubées avec les concentrations indiquées de B[a]P, de pyrene
ou de phénanthrene pendant 1 h. Une analyse par Western blot a été effectuée pour déterminer
le niveau d’expression protéique du LSR, du LDL-R et de ’ABCAI dans les lysats cellulaire.
La p-tubuline a été utilisée comme témoin (loading control). (A) Le Western blot est présenté
dans les panneaux de gauche, et (B) les résultats des analyses densitométriques pour ABCAI
(en blanc), LDL-R (en gris) et LSR (en noir) sont présentés dans les panneaux de droite.
Chaque histogramme représente la moyenne £ SEM de 3 puits individuels. La différence est
considérée comme significative par rapport aux controles pour une valeur de p* <0,05 ; ** p
<0,01 et *** p <0,001, a l’issue du T-test.
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III. Effets du B[a]P, du pyreéne et du phénanthrene sur I'activité LSR dans les cellules
Hepal-6

Afin de déterminer si ces HAP avaient une influence sur 1’activité de récepteurs des
lipoprotéines, nous avons développé des essais consistant a mesurer la fixation de lipoprotéines
(LDL) marquées sur les récepteurs exprimés en surface des cellules Hepa 1-6. Au cours de cette
étude, nous nous sommes uniquement focalisés sur le récepteur LSR et avons suivi la fixation
de lipoprotéines de type LDL, marquées avec un colorant hydrophobe "Dil" fluorescent, et
traitées par la cyclohexanedione (CHD). Ce traitement était destiné a modifier les résidus
d'arginine des apolipoprotéines des particules de LDL et de les rendre ainsi incapables de se

lier avec le LDL-R (Shepherd and Packard, 1986).

De plus, I’activation du récepteur LSR par des AGL est une condition nécessaire pour induire
le changement conformationnel permettant d’exposer le site de fixation pour les lipoprotéines
(Bihain and Yen, 1992; Mann et al., 1995), la longueur de la chaine d’AG et de son degré de
saturation joue également un role important dans la détermination de 1'étendue de l'activation

LSR, I'oléate s’étant révélé étre le plus efficace.

3.1. Mise au point des conditions expérimentales : influence de la concentration en

oléate

Nous avons dans un premier temps recherché quelle était la concentration en oléate adéquate
pour avoir une activation efficace du récepteur dans nos conditions d’expériences. Pour ce
faire, les cellules Hepa 1-6 cultivées dans un milieu sans sérum ont été traitées avec des
concentrations avec oléate (0,5 et 0,8 mM) ou sans oléate, et 5 et 10 pg/mL de Dil-CHD-LDL
pendant 1 h, comme décrit dans Matériels et Méthodes. L'analyse par immunofluorescence a
révélé une augmentation de fixation de Dil-CHD-LDL a 0,5 et 0,8 mM d’oléate,

comparativement au controle sans oléate (Figure 21).
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Figure 21: Images d’immunofluorescence montrant ’effet de l’oléate sur la fixation de
Dil-CHD-LDL au LSR exprimé a la surface de cellules Hepa 1-6.

Les cellules Hepa 1-6 sur lamelles ont été incubées avec 0 ; 0,5 et 0,8 mM d'oléate pendant 3
min, puis avec 5 et 10 ug / mL de Dil-CHD-LDL pendant 1 h. Les cellules ont été fixées avec
du paraformaldéhyde a 4%. Les noyaux cellulaires ont été colorés avec le 4 ',6-diamidino-2-
phénylindole (DAPI) (couleur bleue). Les Dil-CHD-LDL sont colorées en rouge. L expérience
a été répétée deux fois et les images ont été prises a partir d'au moins quatre champs aléatoires
différents (n = 4), chaque lame ayant a peu prés la méme densité de cellules.

L'analyse de ces images d’immunofluorescence par le logiciel Image-J a confirmé une
augmentation de fixation de Dil-CHD-LDL a 0,5 et 0,8 mM d’oléate, en comparaison au

controle sans oléate (Figure 22).
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Figure 22: Effet de la concentration en oléate sur ’intensité du signal de fluorescence
illustrant la fixation de Dil-CHD-LDL au LSR exprimé a la surface des cellules Hepa 1-6
Les images présentées sur la figure précédente ont été analysées par le logiciel Image-J.

Les intensités de fluorescence par cellule sont présentées en tant que moyenne + SEM (n =25
cellules par condition). Les valeurs de p sont indiquées lorsqu'elles sont significatives par
rapport a la condition de controle, *** p <0,001

Par rapport au controle sans oléate, une augmentation significative de 1’intensité de
fluorescence a été observée lorsque les cellules étaient incubées avec 5 ou 10 pg/mL de Dil-
CHD-LDL, ce qui traduit une augmentation de la fixation de Dil-CHD-LDL au LSR. Les deux
concentrations en oléate testées, ainsi que les 2 concentrations en Dil-CHD-LDL donnant des

résultats équivalents, nous avons retenu pour la suite de 1’expérience une concentration en

oléate de 0,8 mM et une concentration en Dil-CHD-LDL de 5 pg/mL.

3.2. Effet du B[a]P, du phénanthréne et du pyrene sur la fixation des Dil-CHD-LDL
sur le récepteur LSR exprimé a la surface de cellules Hepa 1-6.
Pour cette expérience, les cellules Hepa 1-6 cultivées dans un milieu sans sérum ont été
incubées avec 0,8mM d’oléate et puis avec 5 ug/mL de Dil-CHD-LDL déja préincubées avec
1 uM de B[a]P, de pyrene ou de phénanthréne pendant 30 min (comme décrit dans Matériels
et Méthodes). Apres le traitement, les cellules ont été fixées et marquées avec un anticorps LSR
pour déterminer le co-marquage du LSR avec les Dil-CHD-LDL. En comparaison au contrdle,
I’'analyse par immunofluorescence (Figure 23) a révélé une diminution de la fixation de Dil-
CHD-LDL sur le LSR lorsque les Dil-CHD-LDL avaient été préincubées en présence des

polluants.
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Figure 23: Effet du Bla]P, du pyréne et du phénanthreéne sur la fixation de Dil-CHD-LDL
sur le LSR exprimé a la surface de cellules Hepal-6.

Les cellules Hepa 1-6 sur lamelles ont été incubées avec une concentration en oléate de 0,8
mM pendant 3 min. Les cellules ont ensuite été incubées avec 5 ug/mL Dil-CHD-LDL (controle)
ou Sug/mL de Dil-CHD-LDL préincubées pendant 30 min avec du B[a]P , du pyréne ou du
phénanthreéne (1 uM) pendant 1 h. Les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde. Les
noyaux cellulaires ont été colorés avec 4 ',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (couleur bleue).
Les images d'immunofluorescence montrent la co-localisation (couleur orange) des Dil-CHD-
LDL (de couleur rouge) avec le LSR (de couleur verte, due a la conjugaison de [’anticorps
secondaire avec I’Alexa Fluor® 488 ). L'expérience a été répétée deux fois et les images ont
été prises a partir d'au moins quatre champs aléatoires différents (n = 4), chaque lame ayant
a peu pres la méme densité de cellules.
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L'analyse quantitative des résultats par le logiciel ImageJ-WCIF n’a révélé aucune modification
significative de la fixation de Dil-CHD-LDL lorsque les cellules Hepal-6 ont été exposés au
Dil-CHD-LDL préincubées avec 1 uM du pyréne ou phénanthréne en présence d’oléate. En
revanche, malgré la présence d’oléate permettant 1’activation du LSR, le B[a]P diminue la

fixation ces particules sur ce récepteur.
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Figure 24: Analyse quantitative des images d’immunofluorescence (Figure 23) montrant
Deffet du B[a]P, du pyréne et du phénanthreéne sur la fixation des Dil-CHD-LDL.

Les images ont été analysées quantitativement en utilisant ImageJ-WCIF et les résultats sont
présentés en tant que moyenne * SEM (n = 25 cellules par condition). Les valeurs de p sont
indiquées lorsqu'elles sont significatives par rapport au controle, *** p <0,001. Haut : intensité
de fluorescence du LSR marqué a I’Alexa Fluor® 488 ; centre : intensité de fluoresce des Dil-

CHD-LDL ; bas : intensité de fluorescence correspondant a la colocalisation du LSR avec les
Dil-CHD-LDL.

111



L’analyse détaillée de ces histogrammes montre que la diminution de la fixation des Dil-CHD-
LDL sur le LSR exprimé en surface des cellules (Figure 24 bas) résulte de la combinaison
d’une diminution de I’expression du LSR suite au traitement par le B[a]P (Figure 24 haut), et
¢galement d’une diminution de la capacité des molécules de récepteurs présentes a fixer les
lipoprotéines, la part de chaque contribution ne pouvant étre estimée avec une bonne précision.
C’est la raison pour laquelle, dans les travaux présentés au chapitre 2, nous avons choisi de
remplacer cette méthodologie par des études en ligand-blot. Cette nouvelle approche permet en
effet de déposer une quantité controlée d’extraits membranaires protéiques sur SDS-PAGE, et
apres transfert sur membrane, de mesurer la fixation de LDL incubées ou non avec du B[a]P, a

quantité constante de LSR.

Néanmoins, méme si nous ne pouvons pas estimer précisément la diminution de la capacité du
LSR a fixer les lipoprotéines, plusieurs explications peuvent étre avancées pour expliquer cet
effet du B[a]P. La premiere concerne une perturbation de la structure membranaire par le B[a]P,
qui modifierait ’environnement des protéines membranaires et perturberaient ainsi leur
fonctionnement. En effet, une étude par polarisation de fluorescence (Jiang et al., 1997) a
conclu que D’exposition au B[a]P pouvait influencer la conformation des protéines
membranaires. La seconde explication possible est li€e a un éventuel changement
conformationnel du LSR suite a la fixation du B[a]P sur ce récepteur, et la troisi¢eme concerne
une modification de la structure ou des propriété€s des lipoprotéines suite a la fixation du B[a]P.
En effet, le B[a]P peut s’associer de facon non covalente avec les lipoprotéines (Plant et al.,
1985), I'apolipoprotéine B pouvant étre la principale protéine carrier pour le Bla]P (Polyakov
et al., 1996). Des expériences complémentaires seraient nécessaires pour expliquer la
diminution d’affinité du LSR pour les particules lipidiques dans les cellules. Nous avons
néanmoins pu vérifier que le rayon dynamique moyen et la valeur du potentiel zeta (établie a
partir de la mobilité électrophorétique) n’étaient pas modifiés pour les concentrations de B[a]P
de I’ordre du micromolaire (cf publication, chapitre 2). Ils ne sont toutefois pas suffisants pour
affirmer que I’affinité du LSR pour les LDL n’est pas modifiée lorsque du B[a]P est lié a ces

particules.

112



IV. Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons testé I’effet de 3 polluants de la famille des HAP, le B[a]P,
le pyrene et phénanthreéne, sur I’expression et I’activité de récepteurs des lipoprotéines, le LDL-

R et le LSR ainsi que sur le transporteur ABCAL.

Ces premicres études ont permis d’établir que le pyrene et le phénanthréne, a des concentrations
n’ayant pas d’effet toxique sur les cellules, ne modifient pas 1’expression protéique du LDL-
R, du LSR et de ’ABCALI, alors que le B[a]P diminue I’expression de ces 3 protéines. De
méme, le pyreéne et le phénantréne ne modifient pas ’activité du récepteur LSR, mesurée par la
fixation de lipoprotéines (LDL) fluorescentes sur les récepteurs exprimés en surface des cellules
Hepa 1-6, alors que I’exposition de cellules au B[a]P engendre une diminution de la fixation

des LDL.

Par ailleurs, des résultats antérieurs obtenus au laboratoire par P. Irigaray avaient établi que des
souris qui avaient subi des injections de B[a]P par voie i.p. présentaient une augmentation
significative de la prise de poids par rapport aux animaux contréles, sans augmentation de la
consommation de nourriture (Irigaray et al., 2006), la prise de poids étant corrélée au taux de

B[a]P plasmatique (Hutcheon et al., 1983).

L’ensemble de ces études suggéraient donc que le B[a]P soit un bon modele pour étudier 1’effet
de POP sur le métabolisme lipidique. Des lors, pour la suite de notre travail, nous nous sommes
focalisés uniquement sur le B[a]P, et nous avons d’une part, poursuivi les études réalisées dans
ce chapitre sur des modeles cellulaires hépatiques, et d’autre part, entrepris des études in vivo,
en choisissant comme conditions de traitement au B[a]P celles utilisées par P. Irigaray (2006),
pour lesquelles un effet sur le poids avait été démontré. De plus, les effets in vitro sur les
récepteurs LSR et LDL-R ainsi que sur ABCAI nous conduisent a I’hypothése que le B[a]P
pourrait avoir un impact sur le métabolisme lipidique in vivo. Ce travail a fait I’objet de la

publication présentée dans le chapitre 2.
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ABSTRACT

BACKGROUND

Dyslipidemia associated with obesity often manifests as increased plasma LDL and
triglyceride-rich lipoprotein levels suggesting changes in hepatic lipoprotein receptor status.
Persistent organic pollutants have been recently postulated to contribute to the obesity etiology
by increasing adipogenesis, but little information is available on their potential effect on hepatic

lipoprotein metabolism.

OBJECTIVE

The objective of this study was to investigate the effect of the common environmental pollutant,
benzo[a]pyrene (B[a]P) on two lipoprotein receptors, the LDL-receptor and the lipolysis-
stimulated lipoprotein receptor (LSR) as well as the ATP-binding cassette transporter Al

(ABCATI) using cell and animal models.

RESULTS

LSR, LDL-receptor as well as ABCA1 protein levels were significantly decreased by 26-48%
in Hepal-6 cells incubated (< 2 h) in the presence of B[a]P (< 1 uM), Real-time PCR analysis
and lactacystin studies revealed that this effect was due primarily to increased proteasome, and
not lysosomal-mediated degradation rather than decreased transcription. Furthermore, ligand
blots revealed that lipoproteins exposed to 1 or 5 uM B[a]P displayed markedly decreased (42-
86%) binding to LSR or LDL-receptor. B[a]P-treated (0.5 mg/kg/48h, i.p. 15 days) C57BL/6J
mice displayed higher weight gain, associated with significant increases in plasma cholesterol,
triglycerides, and liver cholesterol content, and decreased hepatic LDL-receptor and ABCA1

levels. Furthermore, correlational analysis revealed that B[a]P abolished the positive
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association observed in control mice between the LSR and LDL-receptor. Interestingly, levels
of other proteins involved in liver cholesterol metabolism, ATP-binding cassette transporter G1
and scavenger receptor-BI, were decreased, while those of acyl-CoA:cholesterol

acyltransferase 1 and 2 were increased in B[a]P-treated mice.

CONCLUSIONS

B[a]P demonstrates inhibitory action on LSR and LDL-R, as well as ABCA1, which we
propose leads to modified lipid status in B[a]P-treated mice, thus providing new insight into
mechanisms underlying the involvement of pollutants in the disruption of lipid homeostasis,

potentially contributing to dyslipidemia associated with obesity.
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INTRODUCTION

Obesity has become an increasing problem of public health in the industrialized world [1, 2],
and represents a significant risk factor for many pathologies including cardiovascular disease
and diabetes. Its origin is complex and multifactorial, where numerous genetic and
environmental factors have been shown to contribute to the etiology of obesity. While the
adipocyte represents the site of fat accumulation in obesity, the role of the liver as a central
station for the reception and delivery of lipids in the form of lipoproteins to the different
peripheral tissues should also be considered in investigations of the underlying causes of
disrupted lipid status. Indeed, obesity is often associated with dyslipidemia, demonstrated by
changes in plasma lipoproteins, including increased levels of triglyceride (TG)-rich lipoproteins
(TGRL), and low-density lipoprotein (LDL), and sometimes decreased levels of high density
lipoprotein (HDL) [3]. Increased TGRL in obesity has been attributed to overproduction of
VLDL [4], but elevated postprandial lipemia in obese subjects suggests decreased ability to
remove intestinally-derived chylomicrons. The removal of lipoproteins from the circulation is
mediated by hepatic lipoprotein receptors, including the LDL-receptor (LDL-R), well-known
for its key role in the regulation of cholesterol metabolism [5], but which also participates in
the removal of TGRL. The lipolysis stimulated lipoprotein receptor (LSR) has recently been
shown by our laboratory and others to play an important role in the removal of TGRL during
the postprandial phase [6-8]. Interestingly, if these receptors are deficient (LSR*") or lacking
(LDL-R™) in mice, the animals exhibit not only changes in plasma lipid levels, but also
significantly higher weight gain when placed under high-fat diets as compared to wild-type
littermates [9, 10]. LSR*" mice shown to have 50% reduced LSR expression and to display
elevated postprandial lipemia and reduced lipid clearance also develop obesity with age, even

if maintained on a standard diet [10], therefore suggesting that changes in lipoprotein receptor
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status leading to dyslipidemia may also increase disposition towards excess weight gain, and

thus increased propensity towards developing obesity.

Recent attention has focused on persistent organic pollutants (POP) as potential environmental
factors involved in the etiology of obesity, due in part to epidemiological studies demonstrating
a correlation between exposure to pollutants and increased risk or incidence of obesity [11, 12]
as well as studies demonstrating their role as endocrine disruptors leading to increased
adipogenesis [13, 14]. Among them includes the polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH)
benzo[a]pyrene (B[a]P), which is a common pollutant that is produced during incomplete
combustion of organic material including wood, coal, diesel, tobacco [15-17], and is also
present in foods due to cooking processes including frying, smoking and grilling [18]. Levels
of B[a]P in the circulation have been shown to be correlated to body mass index (BMI) in a
population study [19]. We have shown that B[a]P can exert inhibitory effects on epinephrine-
induced lipolysis in the adipocyte, and reported that mice exposed to this pollutant exhibit
higher weight gain as compared to control mice [20]. Also, the carcinogenic properties of this
environmental pollutant has already been demonstrated where reactive dihydrodiol epoxide
derivatives of B[a]P metabolites derived from the cytochrome P450 system bind covalently to
DNA, leading to adduct formation and subsequent tumors [21-23]. Further, B[a]P serves as
ligand with the aryl hydrocarbon receptor (AHR) [24, 25], shown to be rate-limiting step in

B[a]P-induced tumor formation [26].

While the carcinogenic aspect of this pollutant has been well-documented, little is known on its
potential effect on lipid and lipoprotein metabolism. This pollutant circulates in the blood
associated with lipoproteins [27, 28], can penetrate cells via biological membranes [29, 30] and
subsequently accumulate not only in the lipophilic adipose tissue and mammary fat, but also in

other tissues including the liver and kidney [31]. This led us to question if B[a]P could disrupt
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lipid homeostasis via an effect on lipoprotein metabolism in the liver. Also, although B[a]P
may be involved in regulating expression of multidrug resistance transporters [32], no
information is available on its potential effect on ATP-binding cassette (ABC) proteins
including ABCA1 which is involved in cholesterol efflux from the liver. In this study, we
investigate and show evidence for the effect of B[a]P on hepatic lipoprotein receptors LDL-R

and LSR, and on ABCA1, using both cell and animal models.

MATERIALS AND METHODS

Materials, antibodies and standards

Chemicals and reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France)
unless otherwise indicated. Cell culture media and supplements were obtained from Invitrogen
(Alfortville, France). Rabbit anti-LDL-R and anti-LSR antibodies were obtained from Abcam
(Paris, France) and Sigma-Aldrich, respectively. Mouse anti-ABCA1 antibodies were
purchased from Millipore (Darmstadt, Germany), and goat anti-ACAT1 and anti-ACAT2
antibodies from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany), respectively. Antibodies
recognizing SR-BI or ABCG1 were obtained from Novus Biologicals (Cambridge, United
Kingdom). Secondary anti-rabbit and anti-mouse peroxide-conjugated IgG were acquired from
Cell Signaling Technology (Boston, MA). Anti-apolipoprotein (apo)B and anti-apoE
antibodies, as well as rabbit peroxidase-conjugated anti-goat IgG were obtained from Santa
Cruz Biotechnology. B[a]P-d;2 , 1-OH-benz[a]anthracene-">Cs and all B[a]P metabolites
(including 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9-, 10-, 11-, 12-OH-B|[«a]P, 4,5-diol- B[a]P cis, 7,8-diol-
B[a]P cis, 7,8-diol-B[a]P trans, 9,10-diol-B[a]P trans) investigated in this study were purchased
in powder form from MRI Global (Kansas City, MO, USA). B[a]P was purchased in powder
form from Sigma-Aldrich. B[a]P standard, internal standards and OH-B[a]P standard stock

solutions were prepared in acetonitrile (10 mg/L). Working solutions were prepared in
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acetonitrile by successive ten-fold dilutions at concentration ranging from 1000 pg/L to 10 pug/L

and were stored at -20°C.

Cell culture studies

The mouse Hepal—6 liver cell line (DSMZ, Brunswick, Germany) was maintained in
Dulbecco’s modified Eagle Medium containing 10% fetal bovine serum and 1 mM glutamine
[10]. Cells were seeded in 12-well or 24-well plates and used after 48 h at 80-90% confluence.
On the day of the experiment, cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS), and then
incubated at 37°C in 95% air, 5% COz environment for the indicated times with 0.1 or 1 uM
B[a]P in 1% (v/v) DMSQO; control cells were treated with vehicle (1% (v/v) DMSO). The
proteasome inhibitor lactacystin was prepared in DMSO and incubated with cells, with 1% (v/v)
DMSO used as control. In experiments using chloroquine, this lysosomal inhibitor (25 puM) was
first pre-incubated with cells 2 h at 37°C, before a second incubation of 1 h with 0.1 uM B[a]P
or 1% (v/v) DMSO. At the end of the incubation periods, cells were then placed on ice and
washed 2 times with ice-cold PBS. Cell lysates were recovered using ice-cold
radioimmunoprecipitation assay buffer containing anti-proteases [10], followed by
centrifugation at 13,000 x g for 30 min at 4°C. Protein was measured in the recovered

supernatants using BCA assay (Thermo Scientific, Courtaboeuf, France).

Cell viability and metabolic activity assays

In preliminary studies, viability of Hepal-6 cells was determined using the MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrazolium bromide] assay [33]. Briefly, Hepal-6 cells were
incubated with filtered (0.22 uM) MTT (67 pg/mL, final concentration) for 20 min at 37°C,
followed by incubation at room temperature with DMSO (50% v/v, final concentration) with
gentle agitation for 10 min to dissolve the formazan crystals; absorbance was measured at 570
nm. A second method was used to assess cell viability and metabolic activity [34]. Hepal-6
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cells were incubated for 30 min at room temperature with 2 uM calcein-AM. After washing
with PBS, cells were incubated for 15 min at room temperature with 1% (v/v) Triton X-100
with gentle agitation. Fluorescence emission intensity was measured (Aemission=530 nm and

Aexcitation=485 nm).

Cell viability was also measured using the trypan blue exclusion assay. Aliquots of cells in
serum-free medium were diluted with equal volumes of 0.4% (w/v) trypan blue. After 3 min

incubation at room temperature, unstained and stained cells were counted in a hemacytometer.

Immunoblot analysis

Identical amounts of membrane protein or cell lysate (15-20 ug) were separated on 10% SDS-
PAGE gels, followed by transfer to nitrocellulose membranes. Loading was systematically
verified using Red Ponceau staining. Immunoblotting was performed as previously described
using the different antibodies as indicated [8, 10]. For cell lysates, B-tubulin was used as loading
control. Protein bands were revealed by chemiluminescence (GE Healthcare, Orsay, France)
using a peroxidase-conjugated secondary antibody and a chemiluminescence kit (GE
Healthcare), followed by imaging on a Bio-Rad Fusion FX5 (Vilber Lourmat, France).

Densitometric analysis was performed using Imagel software.

In vivo study

Adult 10 week-old male C57B1/6J mice weighing 20-22 g were obtained from Charles River
Laboratories (L’Arbresle, France) and housed in temperature-regulated (20°C), ventilated
cabinets with a 12 h light, 12 h dark cycle (8AM to 8PM) in a certified animal facility. Animals
were acclimated in this controlled environment for 1 week prior to the study with a normal
rodent chow diet and water ad libitum in a room with a mean temperature of 21-22°C and

relative humidity of 50 + 20%.
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The study protocols for animal handling and experiments were authorized by the Department
for the Protection of Populations (DDPP, Meurthe et Moselle, authorization N° 54-547-24) and
in accordance with the European Communities Council Directive of 2010/63/EU. All efforts

were made to minimize suffering.

B[a]P was solubilized in physiological saline solution containing 5% DMSO and 1% methyl
carboxy cellulose, and injected i.p. into mice at 8AM every 48 h at a dose of 0.5 mg/kg [20].
The first and last injections were on day 1 and day 15, respectively. The 11-week old animals
were selected randomly for each group. Control animals received vehicle (n = 9 per group).
Body weight and food intake of individually housed animals were measured at day O, before
every injection, and on day 16. On day 0 and day 16, animals were fasted for 4 h, and lightly
anesthetized with isoflurane before blood sampling by submandibular bleeding. Blood (100 uL)
was directly placed into tubes containing EDTA on ice, and plasma was obtained by
centrifugation at 13,000 x g at 4°C for 10 min. Samples were stored for analysis at -20°C. On
day 16, animals were exsanguinated by cardiac puncture. Liver, epididymal fat pads of adipose
tissue, and gastrocnemius muscle were rapidly dissected, rinsed in physiological saline, and
snap frozen in liquid N for storage at —80°C. Liver total membranes were prepared as described

previously [35].

Analysis of lipoprotein profiles

Plasma samples of 4 mice from each group were pooled (210 pL total) and then added to 290
puL of 30 mM phosphate buffer containing 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 0.02% sodium
azide, pH 7.4. This was applied (0.2 mL/min) to a Superose 6 10-300 GL column (GE
Healthcare) equilibrated with the same buffer. Fractions of 500 uL were collected and then
analyzed for total cholesterol (TC) and triglyceride (TG) content using the enzymatic kits as

described previously [8].
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Biochemical determinations

Lipids [(TG, TC, phospholipids (PL)] of plasma, tissue lipid extracts, and fractions from
lipoprotein profiles were analyzed as previously described [8] using colorimetric enzymatic kits
(Biomerieux, Craponne, France) according to the manufacturer’s instructions. A serum control

(Unitrol) was included with each assay performed.

Real-time PCR analysis

Cell pellets (1-2x10° cells) or frozen liver samples (40-60 mg) were homogenized in QIAzol
Lysis reagent (Qiagen, Courtaboeuf, France), according to manufacturer's instructions. Total
RNA was extracted using RNeasy lipid tissue minikit (Qiagen); the integrity of the RNA was
verified by the presence of 28S and 18S bands on agarose gels. Ten micrograms of total RNA
was used for RT from which 500 ng was used for real-time PCR, as described previously [8].
For LSR and LDL-R, reactions were prepared using the Applied Biosystems (Foster City, CA,
USA) SYBR Green PCR Master Mix and then performed on the StepOnePlus real-time PCR
system (Applied Biosystems). Real-time PCR analysis for mouse ABCA1 was performed using
a validated Tagman assay (Mm00442646_m1) obtained from Applied Biosystems. Relative
expression calculations and statistical analyses were performed using the Relative Expression

Software Tool (REST) 2009.

Ligand blot studies

Rat liver plasma membranes were prepared as previously described [36]. LDL (1.025 < density
(d) < 1.055 g/mL) and VLDL (d < 1.006 g/mL) were isolated from pooled human plasma [8].
Ligand blots on solubilized protein from rat liver plasma membranes were performed as
previously described for LSR [35] and LDL-R [37]. Solubilized membrane protein from rat

hepatocyte were separated on a 10% SDS-PAGE gel, followed by transfer to nitrocellulose.
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After blocking with 3% BSA, nitrocellulose strips were incubated for 30 min at 37°C with 0.8
mM oleate in the presence of 0.1 M phosphate buffer, 350 mM NaCl and 2 mM EDTA (pH
8.0) as described previously for optimal binding of lipoprotein to LSR [35]. For the LDL-R, the
binding buffer used was 50 mM Tris-HCI, pH 8 containing 2 mM CaCl,, 50 mg/mL of BSA
and 90 mM NaCl [37] since binding of LDL-R to its ligand is Ca2+—dependent, unlike LSR.
VLDL and LDL were preincubated at room temperature for 30 min in the absence or presence
of 0, 1, or 5 uM B[a]P. The nitrocellulose strips were then incubated for 1 h at 37°C with 20
pg/mL Bla]P-VLDL or B[a]P-LDL protein, maintaining the same concentrations of B[a]P.
Following washes with PBS containing 0.5% Triton X-100 for LSR, or 50 mM Tris-HCI, pH 8
containing 2 mM CaClz, 5 mg/mL of BSA and 90 mM NacCl for LDL-R, strips were incubated
with rabbit anti-apoB and apoE IgG, followed by secondary conjugated antibodies to detect

bound lipoprotein.

GC-MS/MS Analysis of B[a]P and its metabolites in blood

Samples (100 pL) were supplemented with 20 uL of 1-OHbenz[a]anthracene-'3Cs, (at 1
mg/mL) and 10 uL of B[a]P-d;2 (at 1 mg/mL) as internal standards and adjusted to pH 5.7 with
200 pL of 1 M sodium acetate buffer. The hydrolysis, extraction and purification procedures
were carried out in accordance with the analytical method recently described by Peiffer ef al.
[38]. Plasma extracts were reconstituted in 25 uL of MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide, Derivatization of target analytes was completed after 30 min at 60°C, and
2 pL of the extract were injected into the GC—MS/MS system. Analyses were carried out with
an Agilent 7890A gas chromatograph equipped with a HP-5MS capillary column (30 m, 0.25
mm i.d., 0.25 pym film thickness), coupled with an Agilent 7000B triple quadrupole mass
spectrometer operating in electron impact ionization mode and an Agilent CTC PAL

autosampler. Analytical conditions used for chromatography and MS/MS detection were as
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previously described [39]. Calibration curves were performed using plasma specimens
supplemented with increased concentration levels of B[a]P and of their metabolites from O to
125 ng/mL of plasma. Limits of quantification (LOQs) were evaluated at 0.25 ng/mL of plasma
for B[a]P, ranged from 0.1 to 1.0 ng/mL for monohydroxylated- and dihydroxylated- forms of

B[a]P.

Dynamic light scattering (DLS) and Zeta potential measurements

DLS and Zeta potential measurements were performed with a Zetasizer Nano ZS (Malvern,
England) equipped with a 532 nm frequency doubled DPSS laser, a measurement cell, a
photomultiplier and a correlator. Scattering intensity was measured at a scattering angle of 173°
relative to the source using an avalanche of photodiode detector. The software used to collect

and analyse the data was the Zetasizer Software version 6.34 from Malvern.

One mL of LDL or VLDL (refractive index 1.47; concentration of 20 pg protein/mL in Tris 0.2
mM) was measured in a clear disposable Zeta cell (DTS1060 Malvern). The measurements
were made at a position of 5.50 mm and 2.00 mm from the cuvette wall for the DLS or Zeta
potential measurements, respectively, with an automatic attenuator selection and at a controlled
temperature of 25°C. This setup allows considerable reduction of the signal due to multiple
scattering events and enables working in slightly turbid media. Intensity autocorrelation
functions were analysed by CONTIN algorithm in order to determine the distribution of
translational z-averaged diffusion coefficient of particles, Dt (m?. s'). The Dt parameter is
related to the hydrodynamic radius (Rn) of particles through the Stokes-Einstein relationship:
Dr = kgT/6mnRy, where 75 is the solvent viscosity (Pa.s), kg is the Boltzmann constant (1.38 x
102 N.m.K!), T is the absolute temperature (°K) and R, (m) is the equivalent hydrodynamic
radius of a sphere having the same diffusion coefficient than the particles. For each sample, 15

runs of 70 s were performed with three repetitions. Approximate Zeta Potential measurements
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were obtained from the Smoluchowski equation and the electophoretic mobility values
determined using an automatic voltage selection. For each sample, 20 runs were performed with

three repetitions.

Statistical analyses

All results are shown as mean + SEM, unless otherwise indicated. Statistical differences were
tested using one-way or two-way ANOVA, or Student's ¢ test as indicated; statistical
significance was considered as P < 0.05. Correlations were evaluated using Pearson or

Spearman rank correlation coefficients.
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RESULTS

Effect of B[a]P on protein levels and mRNA expression of LDL-R, LSR and ABCA1 in mouse

Hepal-6 cells

We first sought to determine the effect of B[a]P on LSR, LDL-R in mouse Hepal-6 cells, which
have been shown previously to express both of these lipoprotein receptors [8]. In preliminary
studies in which cells were incubated 1 h at 37°C with increasing concentrations of B[a]P from
0.1-100 uM, cell viability, mitochondrial and metabolic activities were not significantly
affected, using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), calcein,
and trypan blue as read-outs (Supplementary Figure S1). Since we had previously observed that
this pollutant displayed inhibitory action on epinephrine-induced lipolysis in adipocytes at
concentrations < 1 uM [20], experiments were performed using similar concentrations.
Immunoblots of the lysates from Hepa 1-6 cells incubated at 37°C with 0.1 and 1 uM of B[a]P
revealed that B[a]P induced a significant decrease in the levels of LSR and LDL-R in a dose-
dependent manner (Fig. 1A, left and middle panels). For LSR (Fig. 1A, left panel), two LSR
bands are typically observed, corresponding to the a (or o) and the B LSR subunits [40]; both
subunits were decreased after 1 h incubation with B[a]P (Fig. 1A, left panel), while for LDL-R
a 2-h incubation was necessary to observe a significant B[a]P-induced decrease of this receptor
(Fig. 1A, middle panel). Similarly to LSR, ABCA1 protein levels were significantly decreased
after 1 h incubation of cells with B[a]P (Fig. 1A, right panel). No significant change was
observed in the B-tubulin loading control, indicating that these effects did not appear to be

related to the general state of the cells.
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Figure 1
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Figure 1. Effect of B[a]P on LSR, LDL-R and ABCA1 protein and mRNA levels in Hepal-
6 cells. A) Hepal-6 cells were incubated at 37°C for up to 2 h in the absence or presence of the
indicated concentrations of B[a]P, after which cell lysates and were prepared as described in
Methods. Representative immunoblots (for LSR and ABCAL1, results of 1-h incubation are
shown; for LDL-R, results for 2-h incubation are shown) and corresponding densitometric
analyses using B-tubulin as internal control are shown (one-way ANOVA, *P<0.05, **P<0.01,
as compared to O uM B[a]P, n = 3 different cell preparations using duplicate or triplicate wells).
B) mRNA levels of LSR, LDLR and ABCA1 were determined in cells incubated with the
indicated concentrations of B[a]P using real-time PCR, as described in Materials and Methods.
Results are shown (n=4 in triplicate) of LSR, LDLR and ABCA1 mRNA expression relative to
HPRT, used as reference housekeeping gene. It should be noted that there was no significant
changes in HPRT expression under the different conditions (**P<0.01 as compared to O uM
B[a]P).

A second set of cells were treated similarly, from which mRNA was isolated to perform qPCR
analysis. Results presented in Figure 1B revealed no significant change in LSR expression
relative to the housekeeping gene HPRT, nor for that of LDL-R and ABCAT in cells incubated
in the presence of 0.1 uM B[a]P. A small but significant increase in relative expression of LDL-

R and ABCA1 was observed when B[a]P concentrations were increased to 1 uM (Fig. 1B,

middle and right panels) contrary to the decreased protein levels (Fig. 1A). Nonetheless, the
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results showed that the decrease in protein levels of LSR, LDL-R and ABCA1 was not due to
decreased transcription.

Inhibition of B[a]P effect by lactacystin in cells

The lack of significant decreases of mRINA levels in Hepal-6 cells led us to question if the
B[a]P-induced effect could have occurred by increasing catabolism, rather than by inhibition
of the synthesis of the proteins affected. Ubiquitin-mediated proteolysis in the proteasome is
intimately involved in the removal of numerous cellular proteins, and little is known regarding
PAH’s potential involvement in the proteasome pathway. Cells were exposed to the proteasome
inhibitor lactacystin for up to 24 h, and immunoblots revealed that LSR, LDL-R and ABCA1
protein levels in Hepal-6 cells were all significantly increased after 2 h incubation in the
presence of lactacystin (Supplementary Figure S2). Another set of cells were then treated 1 h
with 10 uM lactacystin, followed by addition of 0.1 uM B[a]P and an additional incubation of
1 h. Results of the immunoblots confirmed the B[a]P-induced decrease of LSR, LDL-R and
ABCAL, as well as their increased protein levels in the presence of lactacystin (Fig. 2). In cells
pre-incubated with lactacystin, protein levels of LSR and LDL-R were slightly lower when
B[a]P was present, but did not reach statistical significance as compared to cells pre-incubated
with lactacystin in absence of B[a]P. The B[a]P-induced decrease of ABCA1 in the presence
of lactacystin was significant as compared to cells incubated with lactacystin alone. However,
this decrease was 2-fold lower as compared to the effect of B[a]P on cells in the absence of
lactacystin. These data suggest therefore that lactacystin prevented the B[a]P-induced decrease
of LSR, LDL-R and ABCA1 protein levels, thus suggesting that the effect of this pollutant was

mediated through increased degradation in the proteasome.
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Figure 2 10 pM Lactacystin
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Figure 2. Lactacystin effect on B[a]P-induced decrease of LSR, LDL-R and ABCA1
protein levels in Hepal-6 cells. Hepal-6 cells were preincubated for 1 h at 37°C with 10 uM
lactacystin, followed by 1-h incubation with 0.1 uM B[a]P with lactacystin still maintained in
the cell medium. Immunoblots were performed on cell lysates, to detect LSR, LDL-R and
ABCAI, and are shown with corresponding densitometric analyses (two-way ANOVA,
*P<0.05, **P<0.01, vs cells incubated in absence of lactacystin and B[a]P; # P<0.05 vs cells
incubated with lactacystin alone, n = 3 different wells per treatment).

Once internalized by endocytosis, ligand-bound receptors can be eventually degraded in the
lysosome. We performed experiments similar to those described for lactacystin, using
chloroquine instead to inhibit lysosomal activity. Results of immunoblots revealed a small but
significant increase in LDL-R, but not LSR in cells incubated with chloroquine alone (Fig. 3).
B[a]P-induced decrease of both LSR and LDL-R remained identical, either in the absence or

presence of chloroquine (Fig. 3), suggesting that the observed B[a]P-mediated effect was not

due to increased degradation in the lysosome.
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Figure 3 25 uM Chloroquine
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Figure 3. Chloroquine effect on Bla]P-induced decrease of LSR, LDL-R protein levels in
Hepal-6 cells. Hepal-6 cells were preincubated for 2 h at 37°C with 25 uM chloroquine,
followed by 1-h incubation with 0.1 uM B[a]P with chloroquine still maintained in the cell
medium. Immunoblots were performed on cell lysates, to detect LSR and LDL-R, and are
shown with corresponding densitometric analyses (two-way ANOVA, *P<0.05, **P<0.01, vs
cells incubated in absence of chloroquine and B[a]P; ## P<0.01 vs cells incubated with
chloroquine alone, n = 3 different wells per treatment).

In view of these changes, we next sought to determine the effect of B[a]P in vivo. We had
previously established that mice treated with B[a]P displayed significantly higher weight gain
as compared to controls [20]. The same experimental conditions were therefore used to
determine the effect of B[a]P on hepatic lipid and lipoprotein metabolism.

Effect of B[a]P on plasma and tissue lipids

Eleven-week old C57BL/6J male mice on a standard diet were injected i.p. with 0.5 mg
B[a]P/kg/48 h (mice were used one week after delivery following a 1 week quarantine). As
reported previously [20], body weight increased in both groups continuously during the
treatment period (Fig. 4A). At the end of the experimental period, B[a]P-treated mice exhibited

26% greater weight gain as compared to controls (P < 0.03). Monitoring of food intake revealed

no detectable difference between the control and experimental groups (Fig. 4B).
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Figure 4. B[a]P effect on (A) body weight gain, (B) food intake, (C) plasma lipids, (D)
lipoprotein profile in mice. Male 11 week-old C57BL/6J mice were i.p. injected every 48 h
with vehicle alone ([, n=9) or vehicle containing 0.5 mg/kg B[a]P (M, n=9) from day 1 to day
15 and monitored for (A) weight gain (two-way ANOVA, *P<0.05 B[a]P group as compared
to control group), and (B) food intake. C) Plasma total cholesterol (TC) and triglycerides (TG)
were measured on Day O and Day 16 in plasma of 4-h fasted animals (two-way
ANOVA*P<0.05, **P <0.01 B[a]P Day 16 vs control Day 16, # P<0.05; B[a]P Day 16 vs
B[a]P Day 0). D) Lipoprotein profiles were obtained from pooled plasma samples obtained on
day 16 using gel filtration chromatography as described in Materials and Methods. Fractions
were analyzed for TC (upper panel) and TG (lower panel) content. The elution of TG-rich
lipoproteins (TGRL), LDL and HDL are indicated by arrows.

Plasma levels of B[a]P were measured on day 16, and found to be significantly higher in B[a]P-
treated animals as compared to controls (0.38 + 0.04 ng/mL and 0.69 + 0.09 ng/mL for control
and B[a]P-treated animals, respectively, P < 0.05). With regards to B[a]P metabolites, none

were detected in plasma of both control and B[a]P-treated mice.

133



Analysis of plasma after a 4-h fasting period revealed that both plasma TC and TG significantly
increased (32 and 51%, respectively) between day 0 and day 16 in animals treated with B[a]P,
whereas there was no significant difference in mice treated with the vehicle (Fig. 4C).
Consequently, the levels of plasma TC and TG were higher (22 and 31%, respectively), in the
B[a]P-treated mice as compared to controls on day 16. The analysis of lipoprotein profiles from
pooled plasma samples using gel filtration chromatography revealed a slight increase of
cholesterol levels in the fraction containing TGRL (VLDL and chylomicrons) (Fig. 4D, upper
panel), as well as that containing HDL. Since TG is the major lipid component of VLDL
lipoproteins, we also measured TG in the fractions and observed an increase primarily in the
fractions containing TGRL as compared to those containing LDL or HDL (Fig. 4D, lower
panel). This suggests that the observed increase in plasma TG was most likely due to an increase
in the TGRL fraction in plasma of B[a]P-treated animals.

Mice were sacrificed on day 16 and liver, adipose tissue and skeletal muscle were removed for
lipid composition analysis. A small, but significant increase in liver TC content was observed
in the B[a]P group compared with controls (Table 1). Since liver PL also increased, although
not significantly, this may explain the similar TC/PL ratios in both groups. A significant
increase (29%) in TG content of adipose tissue of B[a]P-treated mice was observed, as
compared to those of control animals (Table 1), consistent with the increased fat mass observed

in B[a]P-treated animals [20].
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Table 1. Tissue lipid content of control and B[a]P-treated mice

Liver Adipose Tissue Skeletal muscle
Control? B[a]P? Control? B[a]P? Control? B[a]P?
(ng/mg dry weight)
TC 44+0.14 5.1+£0.21* 0.3+0.02 0.5+0.07* 1.8+0.16 1.9+0.07
TG 93+0.51 9.6 +0.69 3.5+0.22 4.5+ 0.49*% 4.1+0.26 44+0.23
PL 1824+0.61 19.9+0.96 2.6 +0.30 22+0.30% 169+0.52 15.6+0.85
(ratio)

TC/PL 0.24+0.01 0.26=+0.01 0.14 +0.02 0.24 +£0.02** 0.10+0.01  0.11 £0.004
TG/PL 0.52+0.04 0.50£0.06 1.50+0.20 2.23+0.25** 0.24+001 0.26=+0.01

“mean £ SEM (n =9 for each group)

*P < 0.05, **P<0.01, as compared to control group

TC content of adipose tissue, although a minor component in adipose tissue compared to TG,
was also significantly increased in mice treated with B[a]P. This was similarly the case if
expressed as ratios relative to PL in adipose tissue. If it is assumed that PL as a major cell
membrane constituent represents an estimate of cell number, this would suggest increased lipid
content relative to the number of adipocytes. No detectable difference in lipid content was
observed in skeletal muscle.

Immunoblots on protein solubilized from liver total membranes revealed that protein levels of
both LDL-R and ABCA1 were significantly decreased (34% and 22%, respectively) in B[a]P-
treated mouse liver membranes as compared to those of controls (Fig. SA, middle and right
panels), qPCR analysis revealed that mRNA levels were modified in a similar manner (Fig. 5B,
middle and right panels), although the difference was only significant for ABCA1. The increase
in hepatic TC also led us to examine other proteins involved in cholesterol uptake and transport
in the liver. Hepatic protein levels of ABCG1 were decreased as well as that of the scavenger

receptor SR-BI, which is involved in HDL uptake (Supplementary Fig. S3A and S3B).
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Interestingly, both ACAT1 and ACAT2 which are enzymes involved in cholesterol

esterification were elevated in mice treated with B[a]P (Supplementary Fig. S3C and S3D).
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Figure 5. Effect of B[a]P on mouse hepatic LDL-R, LSR, and ABCA1 protein and mRNA
levels. A) Immunoblots to detect LDL-R, LSR, and ABCA1 were performed on protein
solubilized from liver total membranes isolated from control and B[a]P-treated mice. Blots are
shown with corresponding densitometric analysis (Student’s t-test, *P<0.05, **P<0.01 B[a]P
as compared to control groups, n = 7 for each group). B) mRNA levels of liver LSR, LDLR and
ABCAL1 isolated from control and B[a]P-treated mice were determined using real-time PCR,
as described in Materials and Methods. Results are shown for LSR, LDLR and ABCA1 mRNA
expression relative to HPRT, used as reference housekeeping gene. There was no significant
changes in HPRT expression under the different conditions (**P<0.01 as compared to control
mice; triplicate determinations of n=4 per group).

LSR protein levels did not appear significantly different (Fig. SA, left panel), while LSR mRNA
was slightly but significantly higher in B[a]P-treated mice (Fig. 5B, left panel) As we had
previously suggested a potential cooperativity between both receptors in the removal of TG-
rich lipoproteins [8], and in view of the inter-individual variation of LSR protein observed in
B[a]P-treated mice (Fig. SA, left panel), protein levels for both LSR and LDL-R in each animal
were compared on a scatter plot (Fig. 6). Interestingly, a significant positive correlation between

hepatic LDL-R and LSR protein levels in control animals was observed. However, this
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correlation was no longer present in animals exposed to B[a]P, which led us to question if other

potential correlations could be detected between plasma and tissue lipid parameters.
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Figure 6. Scatter plot between hepatic LSR and LDL-R in mice. Distribution of individual
values for liver membrane LSR and LDL-R protein levels are shown for mice from control (L)
and B[a]P-treated (H) groups.

Spearman rank correlation analysis was thus performed, and confirmed the positive correlation
(Fig. 6) between LSR and LDL-R in control, but not B[a]P-treated animals (Table 2). Also, in
B[a]P-treated mice, but not control animals, a positive correlation was detected between LDL-
R and plasma TC, and negative correlations were observed between LDL-R and liver TC/PL
ratio, as well as between LSR and liver TG/PL. ABCAI protein levels were significantly
correlated positively with plasma TG and negatively with liver TG/PL and TC/PL ratios, but
again, only in B[a]P-exposed animals, and not in controls (Table 2). B[a]P exposure therefore
appears to significantly modify relationships between LSR, LDL-R, or ABCA1 and various
plasma and liver lipid levels, which would support the notion that exposure to B[a]P leads to

dysfunction of the regulation of lipid homeostasis in these mice.
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Table 2. Correlational analysis of lipid parameters measured in control and B[a]P-

treated mice

LSR LDL-R ABCA1
Parameter Control® B[a]P? Control® B[a]P? Control® B[a]P?

Spearman correlation (p)

Plasma TC -0.42 -0.39 -0.31 0.82* 0.25 0.42
Plasma TG 0.10 0.54 0.60 0.71 0.00 0.80*
Liver TC/PL -0.32 0.14 -0.50 -0.93%* 0.64 -0.79%
Liver TG/PL 0.04 -0.75% 0.32 -0.61 -0.43 -0.82*
LSR -- -- 0.94** 0.10 0.21 0.57
LDL-R -- -~ -- - -0.21 0.67
ABCAl -- -~ -- - -- --

an =7 for each group

* P<0.05, ** P<0.01, compared to control group

Effect of B[a]P on lipoprotein binding to receptors

Since studies have shown that B[a]P in the circulation is found associated with lipoproteins [27,
28], the question arose as to whether B[a]P could directly affect the ability of lipoproteins to
bind to LSR and LDL-R. To address this, we chose to use in vitro ligand blots, where a constant
amount of receptor protein could be maintained, while exposing lipoproteins to different
concentrations of the pollutant. The Ca**-dependent (LDL-R) and -independent (LSR) binding
properties, as well as apparent molecular weight of these two receptors allowed us to clearly
distinguish the two receptors. Furthermore, LSR binds apoB- and apoE-containing lipoproteins
(VLDL and LDL) only in the presence of oleate [7, 41], while this free fatty acid inhibits
binding of LDL to its receptor [42]. Ligand blots were conducted using VLDL and LDL that
had been pre-incubated 30 min at room temperature with 0, 1, and 5 uM B[a]P. LDL bound to

the LDL-R or LSR was then detected by anti-apoB antibodies, while VLDL bound to LSR was

138



detected using either anti-apoB or anti-apoE antibodies. The densities of bands revealing apoB
or apoE bound to LSR (Fig. 7A) or LDL-R (Fig. 7B) became less pronounced with increasing
concentrations of B[a]P, indicating a decrease in binding between the lipoprotein and LSR or
LDL-R. Therefore, these results demonstrate that B[a]P can also directly interfere with the
binding of the lipoprotein ligand to its receptor. The addition of 1 uM B[a ]P on LDL and
VLDL did not have any effect on their hydrodynamic radius (Supplementary Table S1), nor on
protein content, suggesting that this PAH did not change the structure of these lipoproteins.
Similarly, incubation with 1 uM of B[a]P did not significantly change their approximate Zeta

potential value (Supplementary Table S1).
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Figure 7
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Figure 7. Effect of B[a]P on lipoprotein binding to (A) LSR and (B) LDL-R. Solubilized
proteins from rat liver plasma membranes were separated on SDS-PAGE under non-reducing
conditions and immobilized onto nitrocellulose membrane. For LSR, nitrocellulose membranes
were pre-incubated with 0.8 mM oleate in order to activate the LSR complex. Strips were
incubated at 37°C for 1 h with VLDL or LDL pre-incubated with O, 1, or 5 uM Bl[a]P Strips
were then washed and immunoblots were performed using anti-apoB or anti-apoE antibodies
to identify LDL or VLDL, as indicated. Immunoblots using anti-LSR or anti-LDL-R antibodies
were performed to verify the presence of the LSR complex or LDL-R (left strip for A and B,
respectively). Densitometric analysis and representative blots are shown here of ligand blots
performed on two different preparations of lipoproteins.
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DISCUSSION

The objective of this study was to determine the effect of the common PAH pollutant B[a]P on
lipid homeostasis in the liver. In vitro cell and ligand blot studies showed that B[a]P induced
proteasome-mediated degradation of LSR, LDL-R and ABCAI, and also inhibited lipoprotein
ligand binding to LSR and LDL-R, all of which could contribute to the changes in lipid status
observed in mice exposed to this pollutant. Indeed, repeated treatment of B[a]P in vivo resulted
in dyslipidemia in the form of increased plasma TC, TG, and TGRL, as well as increased liver
TC content, and adipose tissue TG levels, the latter being compatible with the previously
reported higher weight gain and fat mass.

Our results show that brief exposure of Hepal-6 cells to < 1 uM concentrations of B[a]P
significantly diminished protein levels of LSR, LDL-R, as well as ABCA1. This effect was not
related to a general cell loss since no significant changes were observed in the B-tubulin loading
control, nor was cell death observed with the concentrations of the pollutant used
(Supplementary Figure S1). Other PAH’s including pyrene and phenanthrene did not display
any effect on protein levels of LSR, LDL-R or ABCA1 when added to Hepal-6 cells at similar
concentrations, despite similar lipophilicities based on their octanol/water partition coefficients
(log Kow for pyrene, 4.50-5.52 and for phenanthrene, 4.28-4.67) to that of B[a]P (log Kow
5.85-6.78) (H. Layeghkhavidaki,et al, unpublished data). This would therefore suggest that the
B[a]P-induced decrease of these 3 proteins is specific to this pollutant. B[a]P has been shown
to induce DNA adduct formation, however, only after prolonged incubations of at least 24 h
[43, 44], while here, we used incubation times for < 2 h, and with concentrations as low as 0.1
uM, 20-fold lower than those used for studies related to its carcinogenic properties [43, 44].
Furthermore, in the in vivo study, mice were exposed to concentrations of the pollutant that
were 100-fold lower than those used to induce a tumorigenic response [45]. It is difficult to

know precisely the levels of B[a]P to which individuals are exposed. This is a common pollutant
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formed by incomplete combustion of organic material, and can be inhaled, absorbed through
the skin, and ingested. In the general population, different PAH levels range between 0.001 to
10 ng/mL [46]. In this study, the concentrations of B[a]P measured in plasma at the time of
tissue sampling was measured at 0.69 ng/mL; this value was in the similar range as those found
previously in plasma (0.04-1.62 ng/mL) from individuals in which this pollutant was found to
be correlated to body mass index [19].

With regard to B[a]P metabolites, their toxico-kinetics in animal system are nowadays well
established [47]. For instance, relative short half-lives (7.6 h to 9.2 h) have been described for
3-OH-B[a]P (which is often used as biomarker for assessing B[a]P exposure) following a single
intravenous administration of B[a]P at 0.01 mg/kg and 0.05 mg/kg in rats [48]. The low level
of rat exposure (0.5 mg/kg body weight of B[a]P every 48 h for 15 days) associated with the
relative short half-lives of its metabolites may therefore explain why the concentration levels
of all the metabolites analyzed 24 h after the last B[a]P administration were below the limit of
quantification of the method used. Further studies would be needed to determine if metabolites
of B[a]P and other PAH could exert similar effects.

Cell studies performed here showed that the proteasome was involved in the catabolism of LSR,
LDL-R and ABCA1 in Hepal-6 cells. This is actually the first evidence for proteasome
degradation of LSR; proteasome involvement in the LDL-R and ABCA1 removal is consistent
with previous work showing that the proteasome pathway can participate in part to the removal
LDL-R and ABCAI in HepG2 and macrophages, respectively [49, 50]. The more recently
characterized PCSK9-mediated removal of LDL-R has also been shown to rely on the
proteasome, but this may be cell-type dependent [51, 52]. Indeed, the lactacystin-induced
increase of LDL-R appeared somewhat less pronounced as compared to that of LSR and
ABCAL1. B[a]P-induced reduction of the levels of these three proteins was practically abolished

in the presence of the proteasome inhibitor, lactacystin, but not in the presence of the lysosomal
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inhibitor chloroquine, pointing towards proteasome-mediated removal as the mechanism
underlying the effect of B[a]P. A previous observation showing that PAHs including B[a]P
increase ubiquitylation of p21 protein in the A549 lung cancer cell line [53] lead us to suggest
ubiquitylation as a potential mechanism by which this pollutant increased proteasomal
degradation of the three proteins studied here. Additional investigation is required to determine
if this represents increased degradation of newly-synthesized LSR or LDL-R, or vesicular LSR

or LDL-R as a result of endocytosis from the plasma membrane.

Ligand blots using constant amounts of lipoprotein receptor revealed that the ability of
lipoproteins exposed to B[a]P to bind LSR or LDL-R was significantly diminished. In a study
in which B[a]P was added to plasma, apoB was found to be the major carrier of this pollutant
[54]. LDL contains one apoB per particle, which is the apolipoprotein that is recognized by
LDL-R or LSR. The presence of B[a]P on this apoB-containing lipoprotein could therefore
interfere with the ability of LDL-R or LSR to recognize the binding epitope(s) of apoB, which
may explain the observed decrease in binding. A similar effect could also explain the lower
binding of VLDL to LSR. Binding of the apoE component of VLDL to LSR was also affected
by B[a]P treatment, which may be due to direct interference in the binding of apoE to LSR, or
simply to the indirect effect of reduced apoB-mediated binding of VLDL to LSR, since VLDL
particles are large TGRL that contain both apoB and apoE. However, incubation of VLDL or
LDL with 1 uM B[a]P did not lead to significant changes of the hydrodynamic radius and the
approximate Zeta potential values obtained by dynamic light scattering and electrophoretic
mobility measurements (Supplementary Table S1), suggesting that B[a]P was adsorbed by
hydrophobic interaction with the lipid component of the lipoproteins. Further biochemical
studies are needed using purified receptor to determine the mechanisms by which this pollutant

interferes with binding of the lipoproteins to these receptors.
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We are unable to explain the differences in results for mRNA levels in the cell culture and
animal studies. Despite this, the results based on cell culture and ligand blot studies obtained in
vitro could provide a possible explanation for the changes in hepatic lipid metabolism reported
in the in vivo experiments. In the liver of B[a]P-treated animals, LDL-R protein levels were
significantly decreased, which may be due in part to a direct effect of the pollutant based on the
cell culture studies, and/or as a result of the increase, albeit modest, in hepatic cholesterol
content. Indeed, cholesterol acts as a sensor in the liver through the sterol regulatory element-
binding protein pathway, which regulates hepatic needs for exogenous cholesterol by regulating
LDL-R expression [55]. Since the absence of LDL-R expression is associated with increased
plasma cholesterol and LDL [56, 57], the changes in LDL-R protein levels would be consistent
with the increased plasma cholesterol measured. Direct interference of B[a]P with LDL binding
to the LDL-R, as demonstrated in the ligand blots, also would contribute to increased plasma
cholesterol. However, an increase in the plasma LDL fraction was not detectable in lipoprotein
profiles obtained after separation by gel filtration, which may be due to the fact that LDL-R

protein levels were reduced, and not completely absent.

ABCAL1 was significantly diminished in the presence of B[a]P, in both the cell and animal
studies. Indeed, this protein belongs to the family of multi-resistance drug transporters, which
have been shown to be modulated through xenobiotic effects of B[a]P [32]. A previous study
reported that B[a]P induced expression of ABCG1 after a 3-day exposure of Caco?2 cells [58],
however they used 50-fold higher concentrations than those used in this study with Hepal-6
cells. Since ABCA1 plays a role in cholesterol efflux by providing cholesterol to lipid-poor
apoA-I for secretion in the form of HDL, its reduced levels in B[a]P-treated mice may

contribute to the observed increase in hepatic TC content. Indeed, significant negative
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correlations were observed between liver TC/PL ratio and ABCAL, but only in animals treated
with B[a]P, and not in controls. A similar negative correlation was also observed between liver
TG/PL ratio and ABCAI. A previous study showing that low ABCA1 levels are associated
with non-alcoholic steatohepatitis and that siRNA-mediated knock-down of hepatic ABCA1
can lead to TG accumulation in the liver [59] would therefore be consistent with the negative

correlations observed between liver lipid levels and ABCA1 in the B[a]P-treated mice.

The in vitro study suggests that B[a]P increased proteasome-mediated degradation of LSR.
However, no significant changes were observed in hepatic LSR protein levels of B[a]P-treated
mice. The fact that decreases in LDL-R and ABCA1 were nevertheless observed in B[a]P-
treated mice suggests that LSR turnover rates may be different as compared to these other
proteins; however, this remains to be verified. Ligand blots did demonstrate that B[a]P
interferes with binding of VLDL and LDL to LSR. Since hepatic LSR is a receptor that plays a
significant role in the removal of TGRL during the postprandial phase [6, 8], and taking into
account that mice were injected with B[a]P during the postprandial period, this could explain
the observed increase in plasma TG and TGRL. Indeed, radioactively-labelled B[a]P associated
with chylomicrons is transported directly to the liver to be removed from the circulation [28].
We would therefore postulate that B[a]P-mediated inhibition of binding of TGRL to LSR at the
site of the liver could contribute to the observed increase of TGRL in the circulation of B[a]P-

treated mice.

Correlational studies revealed a strong positive correlation between LSR and the LDL-R, but
only in the control group, which is consistent with a potential cooperativity between LSR and
LDL-R regarding the removal of TGRL [8]. Interestingly, this correlation was no longer evident

in B[a]P-treated mice. Furthermore, rather strong negative correlations were revealed between
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LSR and liver TG/PL, and between LDL-R and liver TC/PL, but only in the B[a]P group of
mice. While this type of analysis cannot reveal causal relationships, it nevertheless supports the

notion that B[a]P exposure can disrupt normal lipid homeostasis.

This study represents the first report on the direct effect of B[a]P on the hepatic lipoprotein
receptors LDL-R and LSR. Increased plasma lipids have been shown in LSR*" mice [8] as well
as in siRNA-mediated liver-specific inactivation of LSR mRNA [6], and in LDL-R” mice [56,
57]. Interestingly, LSR*" exhibited higher weight gain as compared to controls with age, or if
placed on a high-fat diet [10]. In addition, LDL-R” mice placed on a high-fat and high-
carbohydrate diet gained more weight as compared to controls [9]. This leads us to suggest that
in a similar manner, B[a]P exposure in vivo leads to reduced functional LSR and LDL-R, which
contribute to the changes in lipid status, as well as to increased susceptibility towards increased
weight gain. Interestingly, we observed that levels of other hepatic proteins involved in
cholesterol transport, SR-BI and ABCG1 were decreased in B[a]P —treated mice. On the
contrary, protein levels of hepatic ACAT1 and ACAT?2 involved in the synthesis of cholesteryl
esters were actually increased, which may have contributed to the increased hepatic TC content
observed in the mice exposed to this pollutant. These results would support the idea that besides
LSR, LDL-R and ABCAI1, other proteins involved in hepatic lipid and lipoprotein metabolism
may also be affected by B[a]P and other pollutants. Additional studies are needed to explore
the underlying molecular mechanisms. We have previously observed that B[a]P directly affects
the ability of the adipocyte to release fatty acids after stimulation by adrenaline [20]. We have
now shown in this study that this pollutant also contributes towards disrupting lipid homeostasis
in the liver leading to dyslipidemia, thus revealing potential mechanisms that could explain part

of the contribution of pollutants such as B[a]P to the etiology of dyslipidemia-linked obesity.
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Supplementary Figure S1. Effect of B[a]P on cell viability. Hepal-6 cells were incubated at
37°C for 1 h with the indicated concentrations of B[a]P. Cell viability and metabolic activity
tests were performed using (A) MTT, (B) calcein, and (C) trypan blue exclusion assays, as
described in Materials and Methods. Results are shown as mean + SEM of triplicate
determinations.
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Supplementary Figure S2. Time course effect of lactacystin on LSR, LDL-R and ABCA1
protein levels in Hepal-6 cells. Hepal-6 cells were incubated at 37°C with 10 uM lactacystin
for the indicated times. Immunoblots and densitometric analyses of the signal as a ratio to that
of B-tubulin are shown for LSR, LDL-R and ABCA1 (*P<0.03, **P<0.01, compared to time
0, n=3 per treatment).
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Supplementary Figure S3. Effect of B[a]P treatment on hepatic protein levels of ABCGI, SR-
BI, ACAT1 and ACAT?2,. Immunoblots were performed to detect A) ABCGI1, B) SR-BI, C)
ACATI and D) ACAT?2 protein levels in membrane (SR-BI) or cytosolic (ABCG1, ACATI,
ACAT?2) fractions prepared from liver homogenates from mice treated with or without B[a]P.
Densitometric analyses were performed, and are shown here as means + SEM of n = 7 per
group. Student’s t-test was used to determine statistical difference (* P<0.05, ** P<0.01) as

compared to control values.
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Supplementary Table 1. Effect of B[a]P on the hydrodynamic radius and on Zeta potential
of LDL and VLDL.

LDL VLDL
Benzopyrene Z-average PdI width Approx. Z-average PdI width Approx.
(M) Ry (nm) (nm) (mV) Ry (nm) (nm) (mV)
0 12.3 5.3 -28.6 £6.5 32.8 15.9 -28.0£13.0
1 12.4 5.3 -28.0%5.5 32.9 16.3 -28.5+10.2

VLDL and LDL were incubated with B[a]P as described for Figure 7 and measurements were
made as described in Materials and Methods. Protein concentrations of VLDL and LDL before
and after incubation with B[a]P were not significantly different. (Rn: hydrodynamic radius; Pdl:
Polydispersity Index; Approx. {: Approximate Zeta potential).
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Conclusions

Le maintien de I’homéostasie lipidique est un phénomene complexe qui constitue un enjeu
important en termes de santé publique, puisque sa dérégulation (taux élevés de triglycérides ou
de cholestérol dans les VLDL ou les LDL, quantité insuffisante de HDL) représente un facteur
de risque important pour les pathologies li€es au vieillissement : maladies cardiovasculaires,
métaboliques et neurodégénératives. Parmi les facteurs qui régulent I’homéostasie lipidique, le
foie joue un rdle important par la capture de lipides sous forme de lipoprotéines et leur

redistribution aux tissus périphériques.

L’objectif de ce travail était de rechercher si des POP de type HAP comme le B[a]P, le pyrene
et le phénanthrene pouvaient exercer une action potentielle sur le métabolisme lipidique et ses
acteurs, en particulier au niveau du foie, et le cas échéant, d’étudier les mécanismes impliqués.
Comme le LSR participe activement a 1’¢limination des particules lipidiques sous forme de
lipoprotéines telles que les résidus de chylomicrons pendant la phase post-prandiale, et que le
LDL-R et ’ABCAT1 sont impliqués dans le métabolisme de cholestérol, nous avons recherché
si le B[a]P, le pyréne ou le phénanthrene affectaient I'expression et / ou de l'activité de ces

protéines en utilisant des approches in vitro et in vivo.

Si les études in vitro sur les cellules Hepal-6 n’ont pas révélé d’effet du pyrene et du
phénanthrene sur I’expression ou 1’activité de ces protéines, nous avons montré au cours de
cette étude que le B[a]P diminuait le taux d’expression du LSR, du LDL-R et de ’ABCAI,
ainsi que ’activité du LSR et du LDL-R. Ces 3 HAP ayant de propriétés physico-chimiques
proches, notamment en termes de lipophilie, les effets que nous avons mis en évidence sont
donc bien spécifiques au B[a]P et a son métabolisme, et non pas directement li€s aux propriétés
physico-chimiques des composés. Afin de connaitre les mécanismes impliqués, nous avons
utilisé€ une inhibiteur de protéasome, la lactacystine et un inhibiteur de lysosome, la chloroquine.
Ceci nous a permis de montrer pour la premiere fois que le LSR était dégradé par la voie du
protéasome.. Nous avons également mis en évidence le fait que la lactacystine diminuait les
effets du BAP sur le taux d’expression protéique de LSR, LDL- et ABCA1, ce qui suggere
fortement que le B[a]P entraine une augmentation de la dégradation de ces protéines par la voie

du protéasome, aucun effet n’ayant été observé par ailleurs pour la voie lysosomale.

Nos études in vivo relatives a I’injection de B[a]P (0,5 mg/Kg de poids corporel/48 h, soit 100-

fois inférieures a celles utilisées pour induire une réponse tumorigene, (Huang et al., 2013) par
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voie i.p. a des souris pendant deux semaines ont montré une prise de poids corporel
accompagnée d’une augmentation du taux de triglycérides et de cholestérol total plasmatiques.
Ce phénomeéne s’accompagne d’une augmentation du contenu en triglycérides du tissu adipeux

et d’'une augmentation du cholestérol total dans les tissus adipeux et hépatiques.

Les résultats obtenus in vivo sont en accord avec ceux obtenus lors des expériences de culture
cellulaire. En effet, le taux de protéine LDL-R est significativement diminué dans le foie des
animaux traités par le B[a]P, ce qui peut étre da a un effet direct du polluant (comme cela 1’a
été observé lors des tests d’incubation des cultures cellulaires avec le Bla]P), et/ou a la
conséquence de I’augmentation, quoique modeste, de la teneur en cholestérol hépatique. Etant
donné que I’absence d’expression du LDL-R est associée a une augmentation de cholestérol et
de LDL plasmatiques (Brown and Goldstein, 1986; Wang et al., 2012), la diminution
d’expression du LDL-R est aussi compatible avec un taux de cholestérol plasmatique accru. De
plus, ’interférence directe du B[a]P avec la fixation des LDL au LDL-R, comme nous 1’avons
démontré lors des expériences de ligands-blots, contribue aussi probablement a une

augmentation du taux de cholestérol plasmatique.

Les changements de concentration de cholestérol plasmatique et hépatique des souris traitées
avec du B[a]P nous ont aussi permis de d’établir que le taux d’expression protéique d’ABCA1
était significativement diminué en présence de B[a]P. En effet, cette protéine appartient a la
famille de la multi-resistance drug transporters, qui sont modulés par des effets xénobiotiques
du B[a]P (Busbee et al., 1990). Une étude antérieure avait déja établi que le B[a]P induisait
I'expression d’ABCG1 apres 3 jours d’exposition de cellules Caco2 (Polyakov et al., 1996),
mais les concentrations utilisées étaient 50 fois plus élevées que dans notre étude. Comme
ABCAL1 joue un role dans I'efflux de cholestérol en fournissant le cholestérol aux 1’apoA-I pour
la sécrétion de HDL, des taux réduits de ce transporteur chez les souris traitées par le B[a]P
peuvent contribuer a 1'augmentation de la teneur en cholestérol total hépatique. En effet, des
corrélations négatives significatives ont été observées entre le rapport TC/ PL de foie et
ABCAI, mais seulement chez les animaux traités par le B[a]P. Une corrélation négative
similaire a également été observée entre le rapport TG / PL et ABCA1 au niveau hépatique, ce
qui est cohérent avec des études antérieures montrant que le knock-down de ’ABCAI1
hépatique par une stratégie siRNA pouvait conduire a 'accumulation TG dans le foie, et que
des niveaux faibles d’ABCA1 étaient associés a la stéatose hépatique non alcoolique (Yang et

al., 2010). Nous avons également observé que les taux d'autres protéines hépatiques impliqués
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dans le transport du cholestérol, SR-BI et ABCGI, étaient diminués chez les souris traitées au
B[a]P, alors que les taux de protéines ACATI et ACAT2 hépatiques impliquées dans la
synthese d'esters de cholestérol sont augmentés, ce qui peut également contribuer a la teneur en

TC hépatique accrue observée chez les souris exposées a ce polluant.

Bien que I’étude in vitro nous ait permis de conclure que le B[a]P augmentait la dégradation du
LSR par le protéasome, aucun changement significatif n'a été observé dans les taux hépatiques
de protéine LSR chez les souris ayant recu un traitement au B[a]P. Le fait qu'une diminution
de LDL-R et ABCALI ait cependant été observée chez les souris traitées au B[a]P suggere que

le turnover du LSR pourrait étre différent de celui des deux autres protéines.

Nos ¢études d’immunofluorescence et de ligand-blots ont montré que le B[a]P interférait avec
la fixation des lipoprotéines sur le LSR et le LDL-R. Comme le LSR est le récepteur majeur
impliqué dans 1'élimination des TGRL pendant la phase post-prandiale (Yen et al., 2008;
Narvekar et al., 2009), cette baisse d’affinité pourrait expliquer 1'augmentation du taux de TG
aussi bien dans le plasma que dans les TGRL. En effet, Sureau et al (1990) ont montré que du
B[a]P marqué était associé aux chylomicrons et transporté dans le foie au niveau du site de
catabolisme de ces TGRL (Sureau et al., 1990). Nous pouvons donc postuler que I’inhibition
de la fixation des TGRL au LSR lors du traitement par le B[a]P pourrait contribuer a

I'augmentation des TGRL chez les souris traitées.

Nous avons mis en évidence une forte corrélation positive entre les taux de LSR et de LDL-R,
mais seulement dans le groupe témoin, ce qui est cohérent avec une potentielle coopérativité
entre ces deux récepteurs pour 1'élimination des TGRL (Yen et al., 2008). En outre, de fortes
corrélations négatives ont été mises en évidence entre les taux de LSR et le rapport TG/ PL de
foie, et entre LDL-R et le rapport TC / PL de foie, mais uniquement dans le groupe de souris
traitées. Bien que ce type d'analyse ne puisse pas révéler de relations causales, il soutient

néanmoins l'idée que I’exposition au B[a]P puisse perturber I'homéostasie lipidique.

En résumé, au cours de cette étude, nous avons montré que le traitement par voie i.p. de souris
par du B[a]P conduisait a une perturbation de I’homéostasie lipidique, associée a une prise de
poids chez les animaux et a une diminution de 1’expression et de 1’activité du LSR, du LDL-R
et de ’ABCAL. Nous avons proposé que le B[a]P induise la dégradation de ces protéines par
le protéasome, et diminue également 1’affinité des lipoprotéines pour les récepteurs LSR et du

LDL-R.
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Perspectives

Le systeme d’ubiquitinylation et de dégradation via le protéasome est impliqué dans le furn
over de nombreuses protéines cellulaires. Il est donc possible que 1’augmentation de I’activité
du protéasome induite par le B[a]P puisse affecter d’autres protéines impliquées dans le
métabolisme des lipides et des lipoprotéines. Par exemple, 1’ubiquitinylation régule
I’endocytose et la dégradation du récepteur de la leptine. Or, I’interaction entre la leptine et son
récepteur conduit a une cascade de signalisation importante pour la régulation de 1’expression
du LSR hépatique, ainsi que pour I’homéostasie du glucose. Des études restent donc nécessaires
pour évaluer I’effet du B[a]P sur d’autres protéines importantes pour la régulation de
I’homéostasie lipidique, qui pourraient utiliser les approches déja mises en ceuvre au cours de
ce travail, mais également s’intéresser au taux d’ubiquitinylation de ces protéines sur les

cellules exposées ou non au B[a]P, par double marquage.

En ce qui concerne les acteurs de I’homéostasie lipidique, et en lien direct avec cette étude, il
serait également intéressant d’étudier quel impact exerce le traitement au B[a]P sur les lipases
(hépatiques, des tissus adipeux et musculaires) et de rechercher si des liens sont perturbés entre
le tissu adipeux, musculaire et hépatique. Un effet sur la synthese/sécrétion des lipoprotéines
via un changement d’activité des transporteurs ABC pourrait également €tre recherché et
pourrait avoir des conséquences sur l'efflux du cholestérol via ces transporteurs. Un effet du
B[a]P a été également été démontré sur le taux d’expression du récepteur SR-B1 au cours de
notre étude. Ce récepteur est fortement impliqué dans 1’épuration des lipoprotéines par les
macrophages, et donc un acteur important dans la régulation de 1’homéostasie lipidique
extrahépatique, et plus particuliecrement au niveau du systeme cardiovasculaire. Ce serait
intéressant aussi d’étudier si 1’activité de ce récepteur et d’autres récepteurs de type
« scavenger » est modifiée en présence des polluants, et d’en déterminer 1’impact sur le

développement de 1'athérosclérose.

Enfin, il serait intéressant d’étendre cette étude a d’autres polluants, et a d’autres modes
d’administration. En particulier, une €tude pourrait étre envisagée dans laquelle non pas un
seul contaminant, mais un mélange de contaminants serait administré par voie orale. En effet,
alors que le Scientific Committee on Food (SCF) avait initialement suggéré d’utiliser le B[a]P
comme marqueur de la présence des PAH dans I’alimentation, pour en estimer les risques a
long terme de ces composés sur la santé humaine. Or, une réévaluation des données par ’EFSA

en juin 2007, réactualisée en juin 2008, a établi que le B[a]P n’était détecté que dans 50% des
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échantillons. Cependant, 30% des échantillons négatifs pour le B[a]P renferment d’autres HAP
carcinogenes et génotoxiques, le chrysene étant le composé le plus représenté, avec un taux de
242 pg/kg. A T’heure actuelle, il semble que la somme des teneurs en B[a]P, chrysene,
benz[a]anthracéne and benzo[b]fluorantheéne (encore appelée PAH4), représente le meilleur
compromis pour I’estimation des contaminations en PAH. Une autre étude in vivo pourrait étre
envisagée au cours de laquelle ce mélange de contaminant serait ajouté a la matrice alimentaire
de souris pendant plusieurs mois, a des concentrations suffisantes (10 fois le taux de
contamination de base par exemple). Ce type d’approche serait plus représentatif des effets des
PAH apportés par I’alimentation au cours d’une vie et pourrait apporter une meilleure
compréhension de I’influence de la consommation d’aliments contaminés par les HAP sur la
disponibilité des lipides pendant la phase postprandiale, ou de fagon plus générale sur
I'homéostasie lipidique, et fournir des indices pour mieux comprendre les mécanismes

moléculaires induisant les effets obésogenes de ces substances.
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Effect of polycyclic aromatic hydrocarbons pollutants on lipid homeostasis and hepatic lipoprotein
receptors

Abstract: Obesity is a multifactorial disorder that represents a significant risk factor for many pathologies
including cardiovascular diseases, diabetes and neurodegenerative diseases. Recent epidemiological studies
suggest potential obesogenic effects of environmental contaminants, but little information is available on their
potential effect on hepatic lipoprotein metabolism.

The objective of this study was to determine the effect of the common environmental pollutants, belonging to
polycyclic aromatic hydrocarbon (HAP) on three lipoprotein receptors, the LDL-receptor (LDL-R), the scavenger
receptor B1 (SRB1) and the lipolysis-stimulated lipoprotein receptor (LSR) as well as the ATP binding cassette
transporters Al (ABCAIl) and Gl (ABCG1) using cell and/or animal models. Immunoblot and
immunofluorescence in vitro studies revealed that exposure of Hepal-6 to benzo[a]pyrene (B[a]P) significantly
decreased LSR, LDL-R and ABCAL protein levels, whereas no significant changes in protein levels and LSR
activity where observed upon cell treatment with pyrene or phenanthrene. Real-time PCR analysis, lactacystin and
chloroquine studies revealed that this effect was due primarily to increased proteasome-mediated degradation
rather than to decreased transcription or to increased lysosomal degradation. Furthermore, ligand blots revealed
that lipoproteins exposed to B[a]P displayed markedly decreased binding to LSR or LDL-R. C57B1/6RJ mice were
treated with B[a]P (0.5 mg/kg, i.p) every 48 h for 15 days. The increased weight gain observed was accompanied
by increased plasma triglycerides and cholesterol levels, increased liver cholesterol content, and decreased LDL-
R, ABCAI1, ABCGI1 and SR-B1 protein levels in B[a]P-treated animals as compared to controls. Correlations
observed between hepatic LSR and LDL-R levels in control mice were no longer observed in B[a]P treated mice,
suggesting a potential dysregulation of hepatic lipoprotein metabolism.Taken together, these results suggest that
B[a]P-induced weight gain may be due its inhibitory action on LSR and LDL-R, as well as ABCA1 and lipoprotein
metabolism in the liver, which leads to the modified lipid status in B[a]P-treated mice, thus providing new insight
into mechanisms underlying the involvement of pollutants such as B[a]P in the disruption of lipid homeostasis,
potentially contributing to dyslipidemia associated with obesity.

Key words: benzo(a)pyrene, cholesterol, proteasome, ATP-binding cassette transporter, dyslipidemia, Obesity

Effet des polluants de type hydrocarbures aromatiques polycycliques sur 1'homéostasie lipidique et les
récepteurs des lipoprotéines hépatiques

Résumé : L'obésité est une maladie multifactorielle qui constitue un facteur de risque de nombreuses pathologies,
notamment les maladies cardiovasculaires, le diabéte et les maladies neurodégénératives. Des études
épidémiologiques récentes suggerent un effet obésogéne des contaminants environnementaux, mais peu
d'informations sont disponibles sur leur effet potentiel sur le métabolisme des lipoprotéines hépatiques. L'objectif
de cette étude était de déterminer l'effet de polluants environnementaux de la famille des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) sur trois récepteurs des lipoprotéines, le récepteur des LDL (LDL-R), le
lipolysis-stimulated lipoprotein receptor (LSR) et le scavenger receptor B1 (SR-B1) ainsi que sur les ATP binding
cassette transporter A1 (ABCA1) et G1 (ABCG1) en utilisant des modeles cellulaires et/ou animaux. Les études
par immunoblots et immunofluorescence in vitro ont révélé que I'exposition de cellules Hepal-6 au B[a]P diminue
de maniere significative les taux de protéine LSR, LDL-R et ABCALI, alors qu’aucune modification significative
du taux et de I’activité du LSR n’a été observée lors d’une exposition au pyréne ou au phénanthréne. L’analyse en
temps réel par PCR et les études avec la lactacystine ont révélé que cet effet était dii principalement a une
augmentation de la dégradation par le protéasome plutét qu’a une diminution de la transcription ou a une
augmentation de la dégradation lysosomale. En outre, les ligand-blots ont révélé que les lipoprotéines exposées au
B[a]P avaient une affinité réduite pour le LSR ou le LDL-R. Des souris C57BI/6RJ ont été traitées par le B[a]P
(0,5 mg / kg, i.p) toutes les 48 h pendant 15 jours. Le gain de poids observé est accompagné d’une augmentation
des taux de triglycérides et de cholestérol plasmatiques, du taux de cholestérol hépatique, et d’une diminution du
taux de LDL-R et ABCAI chez animaux traités au B[a]P par rapport aux témoins. Les corrélations observées entre
les taux de LSR et de LDL-R hépatiques chez les souris controle ne sont plus observées chez les souris traitées au
B[a]P, ce qui suggere un déréglement du métabolisme des lipoprotéines hépatiques. Ces résultats suggerent que la
prise de poids induite par le B[a]P est peut-Etre liée a son action inhibitrice sur le LSR et le LDL-R, ainsi que sur
I’ABCAL1 et le métabolisme des lipoprotéines hépatiques, ce qui conduit a un statut lipidique modifié chez les
souris traitées au B[a]P, donnant ainsi un nouvel éclairage sur les mécanismes sous-jacents de la contribution des
polluants tels que le B[a]P a la perturbation de I'homéostasie lipidique, susceptible de contribuer a la dyslipidémie
associée a l'obésité.

MOTS-CLES : benzo(a)pyrene, cholestérol, protéasome, ATP-binding cassette transporter, Dyslipidémie,
Obésité
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