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Résumé

Les conséquences cliniques de 1’athérosclérose sont la premiére cause de mortalité dans les
pays industrialisés. Le principal facteur de risque de cette pathologie inflammatoire est un taux de
cholestérol sanguin ¢élevé, favorisant son accumulation dans les cellules de la paroi artérielle et
conduisant a la formation des plaques d’athérome. Les traitements a base de statines visant a faire
baisser le taux de cholestérol sont efficaces pour traiter la maladie, cependant, certains patients
peuvent présenter une résistance a ces molécules. Comprendre les mécanismes de développement de
I’athérosclérose est donc nécessaire a 1’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

Le récepteur membranaire LRP1 protége de 1’athérosclérose en controlant des voies de
signalisation cellulaire impliquées dans la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses
de la paroi artérielle. Il prévient également I’accumulation de cholestérol dans ces cellules, par une
signalisation impliquant la protéine sécrétée Wnt5a, mais dont les mécanismes restent a élucider.

Notre projet de recherche s’articule autour de I’identification de ces mécanismes moléculaires
et de la vérification de I’effet protecteur de Wnt5a in vivo. In vitro et dans le tissu adipeux de souris
surexprimant Wnt5a, nous avons montré que I’expression de cette protéine stimule 1’expression des
transporteurs impliqués dans 1’efflux de cholestérol et inhibe 1’expression du geéne codant I’enzyme
clé de la syntheése de cholestérol, concourant a faire diminuer la quantité intracellulaire de
cholestérol. La validation de 1’effet protecteur de Wnt5a in vivo a été débutée avec des souris ayant
un fond génétique déficient en récepteur aux LDL et invalidées pour le géne de Wnt5a
spécifiquement dans les cellules musculaires lisses. Si le mécanisme observé in vitro se vérifie, ces
souris devraient présenter plus de l1ésions que les controles aprés un régime riche en cholestérol.
Nous avons par ailleurs observé chez ces souris un phénotype de mortalité périnatale élevée par
rapport aux souris contrdles. Ce projet ouvre donc des perspectives de recherche fondamentale sur

I’étude du role de Wnt5a dans le développement embryonnaire du systeme cardiovasculaire.






Abstract

Atherosclerosis and its cardiovascular complications are the leading cause of morbidity and
mortality in industrialized countries. A high plasma LDL cholesterol level is the major pro-
atherogenic factor, involved in both the initiation and progression of atherosclerotic lesions. We and
other laboratories have demonstrated that the LDL-Receptor Related Protein 1 (LRP1) expressed in
vascular smooth muscle cells protects against atherosclerosis by controlling proliferative TGF and
PDGF signaling pathways. We also demonstrate that LRP1 limits cholesterol intracellular
accumulation and we identified the secreted protein Wnt5a as a partner of this protective effect of
LRPI1.

The aim of this thesis is to determine the molecular mechanisms by which the LRP1 / Wnt5a
signaling pathway prevents cholesterol accumulation in cells and to study the antiatherogenic
potential of Wnt5a in vivo.

In the first part of our work, we used cultured cells to show that Wnt5a decreases cellular
cholesterol content by stimulating its efflux through the induction of cholesterol transporters
expression and by down-regulating the expression of HMGCoA-reductase. We confirmed those data
In Vivo using transgenic mice overexpressing Wnt5a in adipose tissue.

In the second part, we used mice deleted for Wnt5a specifically in smooth muscle cells to show
that Wnt5a protects against atherosclerosis. Those mice present an unexpected phenotype of perinatal
death. The causes of this phenotype are still explored and will give new evidences about the role of

Wnt5a in embryogenesis.
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Avant-propos

L’athérosclérose est une maladie cardiovasculaire dont les conséquences cliniques causent plusieurs
millions de morts dans le monde chaque année. Un taux élevé de cholestérol circulant en est le
facteur de risque principal de développement. Actuellement, les statines, molécules qui inhibent
I’enzyme clé de la synthése de cholestérol, composent le traitement médical le plus utilisé pour lutter
contre cette maladie. Cependant, certains patients semblent présenter une résistance au traitement par
ces molécules, qui par ailleurs, peuvent étre parfois a 1’origine d’effets secondaires indésirables.
L’athérosclérose est causée par de multiples facteurs de risque et les mécanismes de développement
et de progression sont extrémement complexes. Il apparait donc nécessaire de décrypter ces
mécanismes au niveau moléculaire afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter les
patients atteints d’athérosclérose. C’est dans ce contexte que s’inscrit ce projet de thése qui vise a
comprendre comment le récepteur LRP1 et la voie signalisation Wnt5a qu’il active agissent pour

protéger les cellules d’une accumulation de cholestérol.
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I. L’athérosclérose

1.1 Généralités

1.1.1 Définition

Selon la définition de I’Organisation Mondiale de la Santé, 1’athérosclérose est une
« association variable de remaniements de l'intima des artéres de gros et moyen calibre
consistant en une accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de sang et de
produits sanguins, de tissu fibreux et de dépot calcaires ; le tout s'accompagnant de
modifications de la media » (www.who.int/fr). Ces remaniements conduisent a la formation
de plaques composées de dépots lipidiques et protéiques, stabilisées par une chape fibreuse,
au niveau de la paroi artérielle. C’est une pathologie vasculaire chronique a évolution lente a
I’origine d’événements ischémiques aigus, tels que I’infarctus du myocarde et 1’accident

vasculaire cérébral, et de I’insuffisance cardiaque (Molisse et al., 2007; Spence, 1989).

I.1.2 Epidémiologie

En 2012, les maladies cardio-vasculaires ont fait pres de 17,5 millions de morts dans le
monde, soit 30% des déces totaux (Rapport de ’OMS sur les maladies non transmissibles
2014). Parmi ces déces, 7,4 millions sont dus a une cardiopathie ischémique et 6,7 millions a
un accident vasculaire cérébral. L’OMS estime que d’ici 2030, plus de 23 millions de
personnes dans le monde mourront chaque année de pathologies cardiovasculaires.
L’athérosclérose et ses complications cliniques sont la 1% cause de mortalité au niveau

mondial et en France, c¢’est la 2°™°

cause de mortalité apres le cancer, avec 150000 morts par
an, soit 28% des déceés. En termes de santé publique, la maladie et ses complications
représentent un colit important et de nombreuses équipes de recherche scientifique travaillent
a en comprendre les mécanismes afin de développer de nouveaux traitements.

Contrairement aux idées recues, les maladies cardiovasculaires ne touchent pas
uniquement les pays développés. En effet plus de 75% des décés qui leur sont imputés ont lieu
dans les pays a revenus faibles ou intermédiaires, faute notamment d’un acces aux soins et

aux programmes de prévention et de détection précoce.

1.1.3 Facteurs de risque

Une mauvaise hygiéne de vie, notamment le tabagisme (Siasos et al., 2014), une

alimentation trop riche en graisses et la sédentarité¢ (Nahrendorf and Swirski, 2015), sont des
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facteurs associés a 1’apparition de 1’athérosclérose. Ce mode de vie favorise le développement
de pathologies telles que I’hypertension artérielle, le diabeéte de type II,
I’hypercholestérolémie ou encore 1’obésité (Lusis, 2000) qui offrent un terrain favorable a la
formation des plaques et donc au développement de I’athérosclérose. Si notre mode de vie
moderne est souvent accusé d’étre responsable de 1’athérosclérose, une étude récente réalisée
sur des momies millénaires qui montre qu’une majorit¢ d’entre elles présentait des signes
d’athérosclérose (Thompson et al., 2014), fait relativiser cette théorie et ajoute le
vieillissement du corps humain comme un facteur de risque important. D’autres facteurs de
risque non modifiables tels que le sexe (prédominance masculine) et les prédispositions
génétiques (antécédents familiaux) sont responsables de 1’apparition de la maladie (Calling et
al., 2013; Kovacic and Bakran, 2012). Plus un individu cumule de facteurs de risque, plus il
est exposé au développement de la maladie (Yuan et al., 2014). Il est a retenir que depuis
plusieurs décennies, 1I’hypercholestérolémie, d’origine héréditaire ou liée au mode de vie, et
plus particuliérement un taux élevé de lipoprotéines de faible densité (LDL, Low Density
Lipoprotein) circulant, est reconnue comme le facteur de risque principal de développement

de I’athérosclérose (Castelli WP et al., 1986; Klag et al., 1993; Steinberg, 1987).

1.2 Physiopathologie de I’athérosclérose

L’initiation de la formation des Iésions athéromateuses se fait au niveau d’un
endothélium artériel anatomiquement présent mais dont les fonctions sont altérées puisqu’il
autorise I’infiltration localisée de lipides et de cellules monocytaires (Davignon and Ganz,
2004). Ces infiltrations dans I’espace sous-endothélial entrainent ensuite une désorganisation
au niveau des cellules de la média artérielle. Les Iésions touchent les artéres de gros et moyen
calibre ayant un diamétre compris entre 3 et 0.5 cm. Les descriptions de la structure d’une
artere saine et des roles physiologiques endossés par les différents types cellulaires qui la
composent permettront de mieux appréhender les événements de la phase initiale du

développement de la pathologie.

1.2.1 Structure et physiologie d’une artére saine

La paroi artérielle est composée de 3 tuniques agencées en couches concentriques dont
la structure et la composition cellulaire varient selon le type de vaisseaux, a prédominance
¢lastique (aorte et ses ramifications, carotides...) ou a prédominance musculaire (artéres

coronaires, artéres cérébrales...) (Glagov et al., 1992). De la lumiére vers I’extérieur on
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- 'intima, composée d’une monocouche de cellules endothéliales
- la média, composée de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLvV)

- I'adventice, tissu conjonctif de soutien
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retrouve l’intima, la média et 1’adventice, chacune séparée de 1’autre par une limitante

¢lastique (figure 1).

1.2.1.1 L’intima

L’intima est constituée d’une unique couche continue de cellules endothéliales en
contact avec le sang circulant. Ces cellules sont orientées dans le sens des forces de
cisaillement exercées par le sang et sont reliées entre elles par des jonctions communicantes et
des jonctions serrées (Bazzoni, 2006). Elles reposent sur une membrane basale composée de
fibres de collagene, activatrices des plaquettes et de la coagulation, de quelques fibres
¢lastiques et de fibroblastes qui produisent les protéines de la matrice extracellulaire
(Paulsson, 1992). C’est dans cette zone que se développent les plaques d’athérosclérose
(Tabas et al., 2007). La limitante élastique interne qui sépare 1’intima de la média n’est bien
individualisée que dans les artéres musculaires et disparait dans les capillaires.

Les cellules endothéliales de I’intima ne forment pas qu’une barriére mécanique dans
la physiologie artérielle, elles assurent aussi un role primordial dans la régulation du tonus
vasculaire (Liischer and Barton, 1997). En effet, selon les stimuli (forces de cisaillement,
hormones, neurotransmetteurs...) qu’elles recoivent, les cellules endothéliales synthétisent et
transmettent aux cellules musculaires lisses vasculaires (CMLv) de la média des médiateurs
vasodilatateurs ou vasoconstricteurs (Deanfield et al., 2007; Liischer and Barton, 1997). Par
ailleurs, I’endothélium produit des facteurs qui maintiennent ces cellules musculaires lisses
dans un état non prolifératif (Scott-Burden and Vanhoutte, 1994). Par exemple, I’oxyde
nitrique (NO), produit par I’enzyme eNOS (endothelial NO synthase), en plus d’étre un des
principaux facteurs vasodilatateurs, inhibe de la prolifération des CMLv (Tousoulis et al.,
2012).

L’endothélium vasculaire est également capital dans I’hémostase. Il participe a
maintenir le sang a 1’état fluide en le séparant des facteurs coagulants sous-jacents. Le NO
contribue a cela en inhibant I’activation plaquettaire (Russo et al., 2002). Le glycocalyx qui
recouvre les cellules endothéliales assure aussi ce role antithrombotique (Alphonsus and
Rodseth, 2014; Reitsma et al., 2007). Les cellules endothéliales participent a I’hémostase
primaire en synthétisant des facteurs de coagulation libérés en cas de dommages sur les
vaisseaux, comme par exemple le facteur von Willebrand et la P-selectin, qu’elles stockent
dans des corps de Weibel-Palade (Merten and Thiagarajan, 2004; Turitto et al., 1985). Les

facteurs fibrinolytiques t-PA (tissue-type plasminogen activator) et u-PA (urokinase-type
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Figure 2 : Chronologie des stades évolutifs des lésions athéromateuses. L’initiation de I’athérosclérose
débute dés la naissance et la maladie progresse jusqu’a atteindre un stade compliqué autour de 40 ans
(d’aprés Stary, 1994, 1995).
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plasminogen activator) et leur inhibiteur le PAI-1 (¢ype-1 plasminogen activator inhibitor)

sont également sécrétés par les cellules endothéliales (Fukao and Matsuo, 2000).

1.2.1.2 La média

La média est la couche la plus épaisse de la paroi artérielle. Elle est essentiellement
composée de cellules musculaires lisses vasculaires disposées en couches concentriques et
délimitées par des lames élastiques, le tout formant des unités lamellaires. Le nombre d’unités
lamellaires varie selon le type et I’épaisseur de 1’artére (Wolinsky and Glagov, 1969). Ces
unités lamellaires sont prises dans une matrice extracellulaire riche en collagéne et en élastine.
Les CMLv de la média, par leur phénotype contractile, conferent a ’artére son tonus
vasculaire et assurent la vasoconstriction ou la vasodilatation en fonction des médiateurs
envoyés par les cellules endothéliales et 1’adventice. Les apports en oxygeéne et en nutriments
de l’intima et des deux tiers internes de la média sont assurés par la diffusion directe des

¢léments circulants du sang, le reste de la média étant approvisionné par 1’adventice.

1.2.1.3 L’adventice

L’adventice est la partie qui ancre le vaisseau dans le tissu environnant. C’est un tissu
conjonctif lache composé de fibres de collageéne, de fibres élastiques et de fibroblastes qui sert
de support a I’innervation et aux vasa vasorum qui irriguent les parties les plus externes de la
média (Heistad et al., 1981). Cette tunique est également impliquée dans la modulation du
tonus vasculaire, les fibroblastes qui la composent produisant du NO et des anions

superoxydes (Wang et al., 2010).

1.2.2 Les grandes étapes de ’athérogénése

Les études anatomopathologiques des Iésions athéromateuses ont mis en évidence le
caractére évolutif de leur organisation et de leur composition, ce qui a permis d’établir une
classification en 6 grades : les 1ésions initiales (grade I), les stries lipidiques (grade II), les
Iésions pré-athéromateuses (grade III), les lésions athéromateuses (grade IV), les lésions
fibro-athéromateuses (grade V) et enfin les 1ésions dites compliquées (grade VI) (Stary et al.,
1994, 1995). Aux 3 premiers grades, les Iésions restent silencieuses, seules les 1ésions de
grades IV, V et VI entrainent des signes cliniques. La figure 2 présente la chronologie du

développement des Iésions et décrit briévement les caractéristiques de chaque grade.
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Les mécanismes de formation de la plaque sont complexes et peuvent étre divisés en 3

phases : une phase d’initiation, une phase de progression et enfin une phase de complication.

1.2.2.1 Initiation de la plaque

La premiere condition au développement de I’athérosclérose est I’altération localisée
de la fonction de I’endothélium vasculaire, ou dysfonction endothéliale. Les plaques
d’athérosclérose se développent préférentiellement au niveau des bifurcations artérielles (Caro
et al., 1969; Zarins et al., 1983) car ce sont les zones les plus susceptibles de présenter des
dysfonctions de I’endothélium (Davignon and Ganz, 2004). Dans les trongons rectilignes,
I’écoulement du sang est laminaire et I’endothélium est soumis en permanence aux forces de
cisaillement exercées par le sang circulant, ce qui maintient I’endothélium dans un état anti-
inflammatoire, antithrombique et antioxydant (Fukao and Matsuo, 2000; Sagripanti and Carpi,
2000). En revanche, dans les zones de bifurcations ou de courbures, 1’écoulement sanguin est
turbulent, la vitesse du flux est ralentie ce qui perturbe le profil d’expression de certains geénes
de I’endothélium (Gimbrone et al., 2000; Topper and Gimbrone, 1999; Wentzel et al., 2012)
entrainant une dysfonction endothéliale qui se caractérise par :

- I’augmentation de la perméabilité endothéliale, favorisant notamment D’infiltration des
lipoprotéines LDL (Gimbrone et al., 2000) qui créent des liaisons entre leurs apolipoprotéines
et les protéoglycanes de la matrice extracellulaire et se retrouvent piégées dans I’espace sous-
endothélial (Hurt-Camejo et al., 1997; Skalén et al., 2002; Tabas et al., 2007).

- la diminution de la sécrétion des substances vasodilatatrices telles que le NO et de la
sensibilité des CMLv a ces substances. Ceci entraine une vasoconstriction, une augmentation
de la prolifération des CMLv et I’induction d’un stress oxydatif qui altére les fonctions de
I’endothélium et favorise 1’oxydation des LDL par les radicaux libres de I’oxygéne (Cai and
Harrison, 2000; Russo et al., 2002; Steinberg and Witztum, 2010; Steinbrecher, 1988).

- Pactivation d’une réaction inflammatoire. Les LDL oxydés favorisent I’augmentation de
I’expression de protéines d’adhésion telles que ICAM-1 (Inter Cellular Adhesion Molecule),
VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule), p-selectin et de composés chimio-attracteurs
tels que MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1) qui permettent [’adhésion et
I’infiltration de monocytes sous 1’endothélium (Gerhardt and Ley, 2015; Huo and Ley, 2001;
Mestas and Ley, 2008; Shyy et al., 1994; Takei et al., 2001).

Une fois dans [’espace sous-endothélial, les monocytes se différencient en
macrophages sous ’effet du M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) sécrété par les
cellules endothéliales et les CMLv. La délétion de M-CSF dans des souris ApoE-/- (modéele

29



monocyte infiltration

LDL &/
o o
o ' / 0 9.)

intima
oxydation M CESF | espace sous-
des LDL ) f endothélial
SR
média
macrophage macrophage
spumeux

Figure 3 : Initiation de la plaque. L’endothélium dysfonctionnel autorise I’infiltration de LDL dans
I’espace sous-endothélial ou elles sont oxydées. L’inflammation qui en découle entraine I’adhésion et
I’infiltration de monocytes qui se différencient en macrophages sous I’effet du M-CSF. Les macrophages
captent les LDL oxydées par I’intermédiaires des récepteurs scavengers (SR) et se transforment en
cellules spumeuses (d’aprés Gerhardt et Ley, 2015).
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d’étude de 1’athérosclérose, décrit en 11.4.6) protége les animaux contre 1’athérosclérose,
révélant le role capital de la transition monocyte/macrophage dans le développement de
lésions (Smith et al., 1995).

Les macrophages expriment a leur surface des récepteurs « scavenger », notamment
SR-A, CD36 et LOX1 qui vont leur permettre de prendre en charge les LDL oxydés et de les
absorber (Collot-Teixeira et al., 2007; Kunjathoor et al., 2002; Park, 2014). Le cholestérol
s’accumule alors au niveau de gouttelettes cytoplasmiques, transformant les macrophages en
cellules spumeuses (figure 3). Ces macrophages spumeux forment les stries lipidiques
caractéristiques des Iésions de type I et II qui s’installent au cours des 10 premiéres années de

vie chez ’Homme.

1.2.2.2 Progression de la plaque

0 Formation du cceur lipidique

L’infiltration lipidique qui se déroule durant la phase initiale du développement de
’athérosclérose installe un cercle vicieux entretenu par les macrophages spumeux. Ceux-ci
produisent des cytokines pro-inflammatoires, perturbent 1’activité des cellules endothéliales et
augmentent ainsi la perméabilité aux LDL. En conséquence, 1’afflux sous-endothélial de LDL
favorise I’infiltration de monocytes et leur transformation en macrophages spumeux
(Hulsmans and Holvoet, 2010). Lorsque la capacité épuratrice des cellules est dépassée, elles
entrent en apoptose ou en nécrose et les gouttelettes lipidiques qu’elles contiennent sont
libérées dans I’espace extracellulaire. Ce processus est irréversible et conduit aux lésions de
type III. Avec le temps, le phénoméne s’accentue et donne naissance au cceur lipidique,
appelé aussi coeur nécrotique. Il est acellulaire et caractéristique des 1ésions de type IV. De
nombreuses études confirment le role de I’apoptose des macrophages spumeux dans la
formation du cceur lipidique (Ball et al., 1995; Hegyi et al.,, 1996; Tabas, 2005). Il est
composé d’esters de cholestérol et de débris apoptotiques issus des cellules spumeuses, mais
des analyses ont révélé également une forte présence de cholestérol libre (Bentzon et al.,
2014; Guyton and Klemp, 1989). Il proviendrait d’une infiltration directe de LDL agrégés
dans I’espace sous endothélial (Guyton and Klemp, 1996). Cette accumulation de cholestérol
libre favorise I’apoptose des macrophages (Hardwick et al., 1996; Salvayre et al., 2002),
stimulant la progression de la taille du cceur nécrotique. Les I1ésions contiennent également
des cristaux de cholestérol, facteur favorisant la rupture des plaques (Abela, 2010; Abela et

al., 2009).
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O Migration et prolifération des cellules musculaires lisses

Plus la 1ésion progresse, plus I’on retrouve de cellules musculaires lisses en son sein.
Si Porigine exacte de ces cellules a parfois été débattue, la communauté scientifique s’est
accordée sur ’hypothése de la migration et de la prolifération de CMLv provenant de la
média (Ross and Glomset, 1973). Cette théorie est appuyée par la présence de plusieurs
¢léments favorisant la migration et la prolifération cellulaire :

- le dysfonctionnement de 1’endothélium vasculaire qui n’assure plus son réle d’inhibiteur de
la prolifération des CMLv (Davignon and Ganz, 2004).

- la production de facteurs de croissance, dont le PDGF (Platelet Derived Growth Factor) et
le TGFB (Transforming Growth Factor) par les plaquettes, les macrophages activés et les
CMLyv elles-mémes (Malden et al., 1991; Stiko-Rahm et al., 1992). Le CTGF (Connective
Tissue Growth Factor) est un facteur de croissance retrouvé dans les CMLv des 1ésions mais
pas dans celles des vaisseaux sains et il active leur migration et prolifération (Fan et al.,
2000).

- la surexpression des MMP (Matrix MetalloProteinases), notamment MMP-2 et MMP-9
(Galis et al., 1994; Li et al., 1996). En dégradant les composants de la matrice extracellulaire,
les MMP permettent I’invasion des CMLyv. Elles sont produites par les cellules spumeuses, les
cellules endothéliales et les CMLv elles-mémes (Newby, 2006). Preuve de leur implication
dans ces phénoménes, leur invalidation chez la souris diminue I’hyperplasie de I’intima
(Johnson and Galis, 2004).

Il y a un phénomeéne de coopération entre ces facteurs qui favorise le développement
des Iésions. Par exemple, I’activité de MMP-2 est stimulée par I’expression de CTGF dans les
CMLv (Fan and Karnovsky, 2002) et par I’'HSP90 (Heat Shock Protein 90) qui est
surexprimée dans les Iésions humaines (Kim et al., 2014) et qui stimule également la voie du

PDGEF.

0 Formation de la chape fibreuse

Les doutes quant a la provenance des CMLYv des Iésions venaient en partie du fait que
ces cellules ne présentent pas le méme phénotype que les CMLv de la média (Mulvihill et al.,
2004). Alors que ces derniéres présentent un phénotype « contractile », les CMLv de I’intima
ont perdu cette capacité au profit d’un phénotype « sécrétoire » (Gomez and Owens, 2012).
L’hypotheése d’une dédifférenciation, migration puis redifférenciation des CML de la média

au niveau de I’intima est souvent avancée par les chercheurs.
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Figure 4 : La chape fibreuse entoure le cceur lipidique. Les cellules musculaires lisses (CMLvV)
entourent le ceeur lipidique et sécrétent une matrice extracellulaire (MEC) qui consolide la chape (Raines
et Ross, 1993). Le cceur est composé de cholestérol extracellulaire, de cristaux de cholestérol, de débris
apoptotiques et de dépbts de calcium (Bentzon, 2014 ; Abela, 2010, Gyuton et Klemp 1990, 1996).



Introduction bibliographique

Les cellules musculaires lisses entourent le cceur lipidique et sécrétent une matrice
extracellulaire qui le consolide, c’est la chape fibreuse (Raines and Ross, 1993) (figure 4).
Cette chape, composée de collagene de type I et III, de protéoglycanes et d’élastine, est
essentielle a la stabilité de la plaque et limite le risque de complications (Bentzon et al., 2014;
Finn et al., 2010; Newby and Zaltsman, 1999; Wight, 1989). Elle isole de la circulation
sanguine les composants thrombogenes de la 1ésion. Si cet effet des CMLv sur la plaque est
bénéfique, ces cellules ont également un effet délétere. Elles peuvent en effet se surcharger en
lipides par I’intermédiaire des récepteurs scavenger qui captent les LDL modifiés et, comme
les macrophages, devenir des cellules spumeuses (Allahverdian et al., 2012). Elles participent
alors a la progression des Iésions en augmentant le volume du cceur lipidique lorsqu’elles
entrent en apoptose (Clarke et al., 2006, 2008). Comme les macrophages, elles synthétisent
des cytokines (PDGF, TGFp, Interferon y, MCP-1) qui stimulent leur propre prolifération et
I’oxydation des LDL, et des molécules d’adhésion (ICAM et VCAM) qui accélérent la
réponse inflammatoire (Doran et al., 2008). Une étude récente vient contredire ce qui est
admis depuis longtemps sur le réle des macrophages dans I’athérosclérose et suggere que dans
les coronaires humaines, les CMLv représenteraient environ 50% des cellules spumeuses au
sein des lésions. L’étude propose qu’une grande partie des cellules considérées comme des
macrophages dérivés des monocytes seraient en fait dérivées des CMLv (Allahverdian et al.,

2014).

0 Calcification vasculaire

La calcification vasculaire n’est pas un phénomene propre a 1’athérosclérose. Elle est
associée au vieillissement et retrouvée dans d’autres pathologies, notamment les insuffisances
rénales (Eddington et al., 2009; Oliveira et al., 2013). Dans 1’athérosclérose, elle apparait dans
les 1¢ésions de type V et elle est considérée comme un facteur aggravant de la mortalité et de la
morbidité (Wilson et al., 2001). Elle est caractérisée par des dépots de carbonate de calcium
au niveau de I’intima (Sage et al., 2010). Les dépots calciques proviennent des CMLv qui
perdent leur phénotype, se transdifférencient en cellules de type chondrocyte/ostéocyte et
expriment des marqueurs ostéogéniques (OTSUKA et al., 2014; Speer et al., 2009). Des
études in vitro suggerent que les débris apoptotiques et la présence de LDL modifiés

favorisent la calcification vasculaire (Proudfoot et al., 2000, 2002).
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1.2.2.3 Complication de la plagque

Pendant un certain temps, un remodelage vasculaire permet de compenser 1’espace
pris par la plaque en croissance et de maintenir une lumiére artérielle quasi intacte en termes
de diametre (Glagov et al., 1987). Lorsqu’elle dépasse 40% de la surface totale de la paroi,
I’¢élargissement compensatoire ne suffit plus, le développement de la plaque se fait alors au
détriment de la lumiére et provoque une sténose (Fishbein and Siegel, 1996).

La complication la plus importante est la formation d’un caillot ou thrombus, lorsque
les composants du cceur de la plaque se retrouvent en contact avec le sang. Cela se produit
lorsque la chape fibreuse est altérée, par rupture ou par érosion et que les plaquettes sont
attirées par les ¢léments coagulants. Il se forme alors un caillot qui empéche la libération du
contenu de la plaque dans la circulation (Davies, 2000; Davies et al., 1993; Falk et al., 1995).
Le caillot peut rester de petite taille et étre progressivement recouvert par I’endothélium
jusqu’a étre incorporé a la plaque, qui en conséquence s’accroit. Il peut grossir et réduire
considérablement la lumicére de I’artére jusqu’a la boucher complétement. Le caillot peut
¢galement se détacher dans la circulation, ce qui va provoquer une embolie dans un vaisseau
de plus petite taille. La gravité des complications cliniques de ’athérosclérose dépend donc
plus de la vulnérabilité des plaques que de leur étendue. En effet, plus une plaque est instable,
plus les risques de rupture et de thrombose sont élevés (Davies et al., 1993). La stabilité de la
plaque d’athérome est fonction de plusieurs parametres :

- la taille du cceur lipidique : plus elle est importante et moins la plaque est résistante (Gertz
and Roberts, 1990; Virmani et al., 2006).

- la composition de la chape fibreuse : composée principalement de cellules musculaires
lisses, elle sera plus stable qu’une chape composée majoritairement de cellules immunitaires,
dont les cytokines vont stimuler 1’activité des MMP et dégrader la matrice extracellulaire
(Gough et al., 2006; Shah et al., 1995).

- I’épaisseur de la chape fibreuse : la rupture se produit dans des zones ou la chape est tres
fine (Burke et al., 1997; Falk et al., 1995).

Il semble que I’affinement de la chape fibreuse soit un processus lent, ce qui explique
la rareté des accidents cardiaques chez les personnes jeunes. Les causes de la rupture d’une
plaque restent mal comprises, méme si I’on sait que 1’activité physique, un stress brutal ou
encore la consommation de cocaine peuvent déclencher la rupture spontanée d’une plaque
vulnérable, a ’origine d’accidents ischémiques aigiies (Muller, 1999, 2000; Willich et al.,

1993).
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1.2.3 Le traitement de ’athérosclérose

Le panel de traitements de ’athérosclérose repose sur une modification du mode de
vie visant a diminuer les facteurs de risque et sur des traitements médicamenteux et
chirurgicaux. L’arrét du tabac, la reprise d’une activité physique et une alimentation plus
saine constituent la base de la prévention primaire. Ceci est fréquemment complété par
I’administration de statines qui favorisent la diminution du taux de cholestérol sanguin. En
effet, ces molécules inhibent ’HMGCoA-Reductase, ce qui stimule la translocation de
SREBP2. Dans les hépatocytes, on observe alors une augmentation de 1’expression du
récepteur aux LDL (LDLR), qui augmente la clairance hépatique des LDL circulants dans le
sang et fait baisser leur taux. La prise quotidienne de statines permet une baisse du taux de
LDL-cholestérol de 10 a 60 % en moyenne selon leur type (Law et al., 2003). Aprés un
premier accident cardiaque, la prévention secondaire implique systématiquement la
prescription de statines.

L’efficacité a diminuer le taux de cholestérol et le risque cardiovasculaire est avérée
(Brown et al., 1990; Law et al., 2003), cependant, chez certains patients on observe une
résistance aux statines méme a forte dose (Martin et al., 2013). Par ailleurs, il a été rapporté
certains effets secondaires tels que des douleurs musculaires (Sathasivam and Lecky, 2008;
Sinzinger et al., 2002), du diabéte (Mansi et al., 2015; Sattar et al., 2010), et plus rarement des
atteintes hépatiques (Bjornsson, 2015; Jose, 2016).

Il a été montré que les statines stimulent 1’expression de I’enzyme PSCKO9 (Proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9) (Dubuc et al., 2004). Une des fonctions de cette enzyme,
dont I’expression est activée par le facteur SREBP2 (Jeong et al., 2008), est de se lier au
LDLR des cellules et d’activer la dégradation du récepteur (Lagace, 2014). Ainsi, SREBP2
active d’une part la transcription du géne du LDLR, et d’autre part la transcription 1’enzyme
qui dégrade ce méme récepteur. Si cet effet chez les sujets sains permet un controle du taux de
LDLR exprimé par les cellules en fonction de la quantité de cholestérol (Browning and
Horton, 2010), il apparait que cette stimulation de PCSK9 par les statines peut contrer 1’effet
recherché par le traitement, & savoir une 1’activation de I’expression du LDLR hépatique.
L’activation simultanée de 1’expression de PCSK9 vient s’opposer a cet effet en favorisant la
dégradation du LDLR hépatique. PCSK9 est alors apparu comme une cible thérapeutique
privilégiée pour faire baisser le taux de LDL circulant et des anticorps monoclonaux inhibant
cette enzyme ont été développés. Les études cliniques montrent qu’ils sont efficaces pour

diminuer le taux de LDL de 40 a 70% (McKenney et al., 2012; Raal et al., 2012; Stein et al.,
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2012). Ces molécules, qui peuvent étre administrées en complément des statines ou en
monothérapie chez les patients intolérants aux statines, ont obtenu récemment une
autorisation de mise sur le marché. Leurs effets bénéfiques a long terme sur 1’athérosclérose et

sur le risque de mortalité vont pouvoir étre observés dans les prochaines années.

/ L’athérosclérose débute lorsque la fonction endothéliale est altérée et permm

passage de LDL dans D’espace sous endothélial. L’état inflammatoire favorise

I’oxydation de ces LDL, entrainant Pinfiltration de monocytes qui se différencient en
macrophages et absorbent les LDL jusqu’a devenir spumeux. Se met alors en place un
cercle vicieux ou les macrophages spumeux accentuent I’oxydation des LDL qui attirent
encore plus de macrophages... A terme, une plaque de lipides, de produits sanguins, de
cellules artérielles spumeuses, de débris cellulaires et de matrice extracellulaire se forme
dans la paroi. Le phénoméne s’amplifie sans conséquences cliniques pendant plusieurs

décennies avant de devenir problématique pour la santé des individus lorsque la sténose

\ittrop importante ou que la plaque se rompt. /

Si dernierement la recherche scientifique s’est beaucoup focalisée sur [’aspect

inflammatoire de l’athérosclérose (Hartman and Frishman, 2014, Tuttolomondo et al., 2012),
de nombreuses interrogations demeurent quant au role du cholestérol dans le développement
de la maladie. Le chapitre suivant décrit les fonctions physiologiques du cholestérol, la

régulation de son métabolisme et 'implication de cette régulation dans [’athérosclérose.
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Figure 5 : Structure du cholestérol. Le cholestérol est une molécule rigide et plane qui possede un
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Figure 6 : Représentation de la membrane plasmique. Le cholestérol libre est enchassé dans la
bicouche de phospholipides. Sa structure plane permet de rigidifier localement la membrane et de mettre
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I1. Le cholestérol

I1.1 Généralités

Le cholestérol est le lipide de la famille des stérols le plus répandu dans 1’organisme. Il
est essentiel a ’organisme et entre en jeu dans de nombreux processus physiologiques.
Composé d’un noyau tétracyclique stérol, c’est une molécule rigide et plane. Son caractere
amphiphile est apporté par la présence d’un groupement hydroxyle substitué sur le carbone 3
et d’une chaine hydrocarbonée hydrophobe flexible substitué sur le carbone 17 du noyau

(figure 5).

I1.2 Réle physiologique
11.2.1 Composition de la membrane plasmique

La membrane plasmique est composée d’une bicouche de phospholipides dans
laquelle sont enchassées des protéines et des lipides, le principal étant le cholestérol (figure 6)
(Cooper, 2000). Au sein de la membrane, le cholestérol a un role structurel capital. En
s’intercalant entre les phospholipides de la bicouche, il rigidifie et stabilise cette structure. La
membrane plasmique étant dynamique, I’enrichissement ou I’appauvrissement en cholestérol
permet de moduler la fluidité membranaire (Simons and Vaz, 2004). Cela influe sur I’activité
de la cellule en autorisant localement la mise en place des cavéoles et des rafts (ou radeaux
lipidiques), qui sont des zones d’ancrages plus rigides favorables a I’activité de certaines
protéines impliquées notamment dans 1’endocytose et dans la signalisation cellulaire
(Anderson and Jacobson, 2002; Simons and Ikonen, 1997; Simons and Toomre, 2000; Simons
and Vaz, 2004). Par ailleurs, la présence de cholestérol dans la membrane permet de diminuer

la perméabilité aux molécules hydrophiles et aux gaz (Rog et al., 2008).

11.2.2 Précurseur de molécules

Outre ce rdle structurel au niveau membranaire, le cholestérol est le précurseur d’un
certain nombre de molécule (Berg et al., 2002) :
- les hormones stéroides sexuelles (cestrogeéne, progestérone et testostérone) au niveau des
gonades et non sexuelles (cortisol et aldostérone) dans le cortex surrénalien
- des acides biliaires dans le foie

- de la vitamine D3 au niveau de la peau
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I1.3 Origines du cholestérol

Le cholestérol de 1’organisme est apporté soit par I’alimentation, ce qui constitue
I’apport exogene, soit par la biosynthése endogene. Chez I’Homme, le cholestérol alimentaire
doit représenter un apport de 300 mg a 500 mg journalier, alors que la biosynthése fourni
entre 600 mg et 900 mg. Dans des conditions physiologiques normales, la balance entre
apport alimentaire et la biosyntheése est équilibrée, une augmentation de 1’apport entrainant

une diminution de la syntheése (Repa and Mangelsdorf, 2000).

11.3.1 Synthése endogeéne : Voie du mévalonate

La biosynthése est réalisée majoritairement par les entérocytes et les hépatocytes, ces
derniers produisant a eux seuls la moiti¢ du cholestérol endogene. Elle se fait a partir de
I’acétate et implique une succession de réactions enzymatiques. Elle débute par la
condensation de 3 AcétylCoA en hydroxy-méthly-glutaryl-CoA (HMG-CoA). L’enzyme
limitante de la voie, ’HMG-CoA-Reductase (3-hydroxy-3-méthly-glutaryl-CoA-Reductase)
convertit ’HMG-CoA en mévalonate (Goldstein and Brown, 1990). Le mévalonate subit
ensuite une série de condensations qui aboutit a la formation du farnésyl-pyrophosphate. La
condensation de deux farnésyl-pyrophosphates par la squaléne synthase donne le squaléne,
qui est ensuite époxydé par la squaléne oxydase puis cyclisé par la 2,3-oxydosqualéne cyclase
en lanostérol. A partir de ce premier intermédiaire cyclique, 19 réactions sont encore
nécessaires pour conduire a la formation des dérivés (desmostérol et le 7-dehydrocholestérol),
puis finalement du cholestérol (figure 7). Des réactions additionnelles aboutissent a la

synthése des hormones stéroides, des acides biliaires et de la vitamine D3.

11.3.2 Apport exogéne

Les lipides ingérés au cours d’un repas sont digérés au niveau de I’intestin. Ils sont
émulsifiés par les acides biliaires libérés par le foie, ce qui les rend accessibles aux enzymes
pancréatiques. La lipase pancréatique hydrolyse les triglycérides en acides gras libres et en
monoglycérides, tandis que la cholestérol-estérase digere les esters de cholestérol en
cholestérol et en acides gras. Ces produits de digestion enzymatique sont associés aux sels
biliaires sous forme de micelles pour pouvoir traverser la paroi des entérocytes de 1’intestin
gréle (Westergaard and Dietschy, 1976; Woollett et al., 2006). La, les triglycérides sont

reformés a partir des acides gras libres et des monoglycérides et une partie du cholestérol est
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estérifié. Ces lipides sont associés avec 1’apolipoprotéine ApoB-48, décrite ci-aprés) au sein

de chylomicrons.

Les références suivantes donnent une revue détaillée de ces mécanismes de digestion

des lipides : (Hennessy et al., 2014; Kindel et al., 2010; Phan and Tso, 2001).

I1.4 Le transport du cholestérol : les lipoprotéines et leur métabolisme

Le cholestérol, qu’il soit issu de I’alimentation ou de la synthése par le foie, doit étre
distribué a tous les tissus de 1’organisme. Il est donc transporté dans la circulation depuis les
sites de production ou d’absorption jusqu’aux sites d’utilisation ou de stockage. Les lipides
(cholestérol estérifiée ou non, triglycérides et phospholipides) étant des molécules insolubles
dans les milieux aqueux, ils ne peuvent pas circuler dans les liquides biologiques sous forme
libre. Leur distribution a 1’organisme nécessite la formation de structures macromoléculaires
complexes : les lipoprotéines (Havel, 1987).

Les lipoprotéines sont des particules globulaires composées des lipides qu’elles
transportent et de protéines spécifiques nommées apolipoprotéines (Apo). Elles présentent une
structure générale commune : le cceur de la particule est formé de triglycérides et de
cholestérol estérifi¢, tandis que les phospholipides et le cholestérol libre forment I’enveloppe
amphiphile dans laquelle s’inserent les apolipoprotéines (figure 8). Ces protéines jouent un
role dans I’assemblage et la stabilisation des lipoprotéines, et permettent leur reconnaissance
par les récepteurs spécifiques des cellules et leur interaction avec des enzymes plasmatiques
(Mabhley et al., 1984).

Selon leurs propriétés physiques (taille et densité) et leur composition lipidique et
protéique, elles sont classées en 5 catégories avec, par ordre croissant de densité : les
chylomicrons, les VLDL (Very Low Density Lipoprotein), les IDL (Intermediate Density
Lipoprotein), les LDL (Low Density Lipoprotein), et les HDL (High Density Lipoprotein)
(Gofman et al., 1949; Lewis, 1973).

11.4.1 Les chylomicrons

Le cceur des chylomicrons est composé majoritairement de triglycérides, et de peu
d’esters de cholestérol (Wood et al., 1964; Zilversmit, 1965). Ils sont les intermédiaires de la
voie entérohépatique qui permet le transport des lipides exogenes de I’intestin vers les tissus
(tissu adipeux, muscles striés, muscle cardiaque...) pour qu’ils soient utilisés ou stockés. Les

chylomicrons natifs sont formés au niveau du réticulum endoplasmique des entérocytes par
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I’assemblage des lipides alimentaires digérés avec 1’apolipoprotéine ApoB-48. Cette
apolipoprotéine spécifique des chylomicrons est composée de 48% de la séquence de I’ Apo-
B-100 (Nakajima et al., 2014). Les chylomicrons natifs sont d’abord secrétés dans la
circulation lymphatique puis rejoignent la circulation sanguine ou ils s’enrichissent au dépend
des HDL en ApoE et en ApoC-II et C-III. Les ApoA-I, A-II et A-IV entrent également dans
leur composition.

Au niveau de I’endothélium des capillaires des tissus cibles, la LPL (Lipoprotéine
Lipase) est activée par les ApoC-II et C-III et hydrolyse rapidement les triglycérides (Nestel
et al., 1962; Ory, 2007). La perte des triglycérides réduit fortement la taille des chylomicrons,
qui se restructurent et se scindent en deux parties : d’une part les chylomicrons remnants
contenant des triglycérides, du cholestérol estérifi¢ et des ApoB-48 et E ; d’autre part les HDL
naissants (ou discoides) contenant des phospholipides et du cholestérol libre et les ApoC et A-
I. Les remnants sont rapidement retirés de la circulation au niveau du foie grace a leurs Apo
qui sont reconnues par des récepteurs spécifiques : I’ApoE est reconnue par le récepteur aux
LDL et le récepteur LRP1 (LDL-receptor Related Protein 1) (Cooper, 1997; Havel, 1995).
L’ApoB-48 ne comporte pas les sites de reconnaissance au LDLR, comme c’est le cas pour
I’ApoB-100 (Brown et al., 2002b), elle est uniquement reconnue par le récepteur a 1’ApoB-
48. Chez les sujets sains, les chylomicrons et leurs remnants sont retrouvés dans le plasma

uniquement en période postprandiale et ce pendant un temps relativement court.

11.4.2 Les VLDL

Les VLDL sont synthétisés en continu par le foie a partir des triglycérides et du
cholestérol endogeéne, ce qui assure un apport permanent de lipides aux muscles et au tissu
adipeux. C’est la voie de transport des lipides endogénes. La synthése des VLDL est divisée
en 2 étapes : d’abord le transfert de lipides a I’ApoB-100 par la proté¢ine MTP (Microsomal
Triglyceride Transfer Protein) (Hussain et al., 2003) ; puis la fusion des ApoB-100 chargées
en lipides avec les gouttelettes de triglycérides, donnant ainsi les VLDL matures (Gibbons et
al., 2004; Shelness and Sellers, 2001). Les VLDL contiennent également les ApoC-I et E. Une
fois dans la circulation, la CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein) portée par les HDL
assure un transfert d’esters de cholestérol aux VLDL en échange de triglycérides (Barter et
al., 2003; Tall, 1993). Au cours du transport sanguin, elles acquic¢rent également 1’ApoC-II et
s’enrichissent en ApoE provenant aussi des HDL. De méme que pour les chylomicrons, la
LPL présente dans les capillaires des tissus cibles est activée par I’ ApoC-II et hydrolyse les

triglycérides des VLDL, qui perdent alors les ApoC-I et II. Les VLDL ainsi débarrassées de la
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plus grande part de leurs triglycérides et enrichis en esters de cholestérol se restructurent en

lipoprotéines plus petites : les IDL.

11.4.3 Les IDL

Elles ont une demi-vie courte et ne sont retrouvées dans le sérum qu’en période
postprandiale. Les récepteurs hépatiques reconnaissant les ApoE et ApoB-100 (LDLR et
LRP1) assurent 1’élimination d’environ la moiti¢ des IDL issues du catabolisme des VLDL.
L’autre moiti¢ des IDL poursuivent leur catabolisme dans la circulation. La, une partie des
triglycérides est remplacée par des esters de cholestérol sous I’action de la lipase hépatique
(LH) et les Apo C-II et E sont perdues au profit des HDL (Oi et al., 1999; Zambon et al.,
2003). Ceci aboutit a la formation des produits finaux du catabolisme des VLDL : les LDL.

11.4.4 Les LDL

Les LDL sont composées majoritairement de cholestérol estérifié et de peu de
triglycérides, et contiennent uniquement I’ApoB100. Elles sont captées par les cellules de
I’organisme grace au récepteur aux LDL (LDLR) qui reconnait I’ApoB100 et permet
I’internalisation de la lipoprotéine dans des vésicules lysosomales. La particule est ensuite
dégradée et le cholestérol est libéré dans la cellule.

Les LDL sont considérées comme des particules athérogenes. Un taux de LDL
circulant élevé est un facteur de risque majeur de développement de la maladie (Steinberg,
1987), et plus les LDL sont de petite taille, plus le risque augmente (Carmena et al., 2004;
Diffenderfer and Schaefer, 2014). Les modifications de type oxydation par des radicaux libres
ou acétylation qu’elles subissent au sein de la paroi vasculaire (Arai, 2014; Maiolino et al.,
2013) favorisent leur agrégation (Maor et al., 1997). Elles ne sont alors plus reconnues par les
récepteurs a ’ApoB100 mais par les récepteurs scavenger des macrophages et des cellules
musculaires lisses (Kunjathoor et al., 2002) qui se transforment en cellules spumeuses a

I’origine du développement de 1’athérosclérose (cf1.2.2.1).

11.4.5 Les HDL

Les cellules sont capables de capter le cholestérol mais elles ne peuvent pas la
cataboliser. Le cholestérol en exces doit étre ramené au foie, seul organe pouvant I’éliminer.
Les HDL assurent ce transport reverse du cholestérol des tissus vers le foie. Elles ont 3

origines : la synthése et la sécrétion par le foie et I’intestin, et le produit du métabolisme des
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chylomicrons. Elles sont riches en ApoA-I, ApoA-II, ApoE ApoC-II et C-III. Les HDL natifs
(ou prép-HDL) s’enrichissent en cholestérol qu’elles captent aupres des cellules périphériques
(Castro and Fielding, 1988). L’enzyme plasmatique LCAT (Lecithin Cholesterol
AcylTransferase), activée par ApoA-1, estérifie ce cholestérol libre qui migre alors au centre
de la structure (Steinmetz and Utermann, 1985), donnant naissance aux HDL3 sphériques.
Ces HDL3 captent a leur tour du cholestérol des tissus périphériques, de nouveau estérifié¢ par
la LCAT, et grace a l’enzyme plasmatique PLTP (PhosphoLipid Transfer Protein)
s’enrichissent en phospholipides (Jauhiainen et al., 1993; Tu et al., 1993). Elles deviennent
alors des HDL2, produit final du métabolisme des HDL. Les HDL sont considérées comme
des particules antiathérogenes puisqu’elles initient le transport du cholestérol en exces en vue
de son élimination par le foie (Assmann and Gotto, 2004; Zuliani et al., 2007). En effet, le
récepteur scavenger SR-B1 hépatique reconnait les ApoA-I et II portées par les HDL2 et
captent les esters de cholestérol qui vont étre ¢liminés dans la bile ou dégradé en acides

biliaires (Acton et al., 1996) .

11.4.6 Les apolipoprotéines

I1 est a noter que les apolipoprotéines C et E sont les seules Apo transférables entre les
lipoprotéines, les autres étant « fixes » sur leur lipoprotéine.

Les rongeurs ne développent pas spontanément de 1’athérosclérose, et pour I’étude de
la maladie chez la souris, il a été crée un modele dans lequel I’ApoE est invalidée. Ces souris
ApoE-/- présentent des taux sanguins de cholestérol total et de triglycérides €levés et un taux
de HDL faible. Elles développent spontanément des 1ésions qui atteignent un stade avancé
autour de 1’age de 8 mois avec un régime normal, et qui peuvent étre accélérées avec un
régime riche en cholestérol (Paigen) (Zhang et al., 1992). Il a été montré plus tard que chez
ces souris sous régime Paigen, la fonction endothéliale est plus altérée que chez les souris
ayant un régime normal, expliquant 1’accélération de I’apparition des 1ésions (Bonthu et al.,

1997; d’Uscio et al., 2001).

Les lipoprotéines sont les vecteurs des lipides pour leur transport, leur distribution aux
cellules et I’élimination de cholestérol excédentaire par le foie (figure 9). Des
perturbations de leur métabolisme par dysfonctionnement des enzymes impliquées ou
des apolipoprotéines qui les composent entrainent des dyslipidémies et expose

I’organisme a un risque d’athérosclérose.

/
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Figure 10 : La régulation transcriptionnelle de ’THMGCoA-Reductase. Le complexe Scap/SREBP2
est localisé a la membrane du réticulum endoplasmique (RE). Lorsque la quantité de cholestérol est élevée
(+ cholestérol), il se fixe sur Scap qui adopte une conformation autorisant une interaction avec Insigl. Le
complexe Insigl/Scap/SREBP2 est alors retenu a la membrane du RE. Lorsque le taux de cholestérol
diminue (- cholestérol), Scap est libéré de son interaction avec Insig. Cette dernicére est adressée au
protéasome pour étre dégradée. Le complexe Scap/SREBP2 est escorté au sein de vésicules COPII
jusqu’a la membrane du Golgi, ou la fraction N-terminale de SREBP2 est libérée par clivages
enzymatiques par les protéases S1P et S2P. Ce fragment actif se dimérise, migre dans le noyau et se fixe
aux séquences SRE des promoteurs de ses geénes cibles, parmi lesquels celui codant ’HMGCoA-
Reductase (d’aprés Brown et Goldstein).
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I1.5 La régulation de ’homéostasie du cholestérol

L’exces de cholestérol est toxique pour la cellule, et au niveau de 1’organisme entier,
I’excés de cholestérol circulant (LDL) est responsable du développement de 1’athérosclérose
(Tabas, 1997, 2002). Le maintien de I’homéostasie intracellulaire du cholestérol repose sur la
gestion de 1’équilibre entre les régulations de la synthése endogene, de I’import et de I’export
par la cellule, du stockage sous forme d’esters et enfin de 1’élimination sous forme d’acides
biliaires. C’est le taux intracellulaire de cholestérol qui contrdle ces mécanismes par une
régulation transcriptionnelle et post transcriptionnelle des nombreuses protéines impliquées.
Dans ces processus, deux facteurs sont indispensables : SREBP2 (Sterol Regulatory Element-
Binding Protein) et les LXR (Liver X Receptor). Le premier active la synthése endogéne et
I’import ce qui permet 1’augmentation de la quantité de cholestérol, tandis que les derniers

stimulent 1’efflux et inhibent I’import ce qui agit en faveur d’une diminution.

11.5.1 Régulation de la syntheése du cholestérol
11.5.1.1 Le controle transcriptionnel de I’HMGCoA-Reductase.

Le cholestérol exerce un rétrocontrdle sur sa propre synthése en controlant la
régulation transcriptionnelle par le facteur de transcription SREBP2 du géne codant pour
I’enzyme clé de la voie du mévalonate, ’'HMGCoA Reductase. Les mécanismes de cette
régulation ont été largement étudiés depuis les années 1990 in vitro comme in vivo, par les
équipes de M.S Brown et J.L Goldstein. J. Horton a notamment montré que des souris
exprimant au niveau du foie et du tissu adipeux un mutant tronqué de SREBP2 qui ne peut
étre régulé par le cholestérol présentent un niveau d’ARNm de ’HMGCoA-Reductase 75 fois
plus ¢élevé que les souris témoins et un taux de synthése de cholestérol 28 fois supérieur
(Horton et al., 1998).

La compilation des données de tous ces travaux donne une description du mécanisme
que I’on peut détailler ainsi (figure 10) :

La protéine SREBP2 est présente a la membrane du réticulum endoplasmique (RE),
avec la protéine Scap (SREBP Cleavage Activating Protein) qui possede un sterol sensing
domain ou domaine sensible aux stérols. Lorsque le taux de cholestérol est faible, Scap
escorte SREBP2 jusqu’a I’appareil de Golgi grace au recrutement des protéines du transport
antérograde COPII. La, SREBP2 est activé par clivage protéolytique d’abord par 1’enzyme
S1P (Site-1 protease) puis par S2P (Brown and Goldstein, 1999). La fraction N-Terminale

libérée se dimérise, migre dans le noyau grace a I'importinf (Lee et al., 2003), et se fixe aux
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Figure 11 : La régulation post-traductionnelle de I"'HMGCoA-Reductase. Lorsque le taux de
cholesteérol est faible, la protéine Insigl est dégradée par le protéasome et I’enzyme HMGCoA-Reductase
présente a la membrane du RE active la voie du mévalonate. Les taux de de lanostérol et de cholestérol
augmentent alors. Lorsque ces taux sont élevés, le cholestérol inhibe la translocation de SREBP2 (voir
figure 10) et le lanostérol se lie au domaine sensible aux stérols de ’HMGCoA-Reductase. Ceci entraine
son interaction avec Insigl et les ubiquitine-ligases qui y sont complexées, I’ubiquitinylation de I’enzyme
et sa dégradation par le protéasome (d’aprés Sever et al., 2003 et Jo et al., 2011).
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¢léments de réponse aux stérols (SRE, Sterol Regulatory Element) des promoteurs de ses
genes cibles, dont les génes codant pour ’THMGCoA Reductase, ’HMGCoA-Synthase, la
squaléne synthase, le récepteur aux LDL... (Guan et al., 1997; Hua et al., 1993). La synthése
du cholestérol est alors activée et le taux intracellulaire augmente.

Lorsque ce taux est suffisamment élevé, le cholestérol s’accumule dans la membrane
du RE et se lie au domaine sensible aux stérols de Scap ce qui modifie sa conformation et
favorise sa liaison a la protéine Insigl (INSulin Induced Gene) (Brown et al., 2002a;
Feramisco et al., 2005; Radhakrishnan et al., 2004). Insigl retient le complexe Scap/SREBP2
a la membrane du RE et bloque sa migration dans le Golgi (Sun et al., 2005, 2007; Yang et
al., 2002a). L’HMGCoA-Reductase n’est plus transcrite, le cholestérol intracellulaire est
utilisé et puisqu’il n’y a plus de synthése de novo, son taux diminue jusqu'a ce qu’il soit trop
faible pour permettre son interaction avec Scap. SREBP2 est alors de nouveau libre pour
migrer dans le noyau et activer la synthése du cholestérol. Ce cycle se répéte pour maintenir

un taux physiologique de cholestérol dans les cellules.

11.5.1.2 Le controle post-transcriptionnel de I’HMGCoA-Reductase

Au niveau post—transcriptionnel, ’HMGCoA-Reductase est régulée par la modulation
de sa demi-vie par le cholestérol et ses précurseurs, notamment le mévalonate et le lanostérol
(Correll and Edwards, 1994; Song et al., 2005a) qui activent la « dégradation associ¢e au
réticulum endoplasmique » (ERAD) de la protéine. Lorsque les cellules sont pauvres en
cholestérol, la demi-vie de THMGCoA-Reductase est d’environ 12h, alors que quand le taux
de cholestérol est ¢élevé, elle chute jusqu’a atteindre a peine 1h (Goldstein et al., 2006).
L’accélération de la dégradation de la protéine par les stérols est possible grace a la présence
d’un domaine de détection des stérols, semblable a celui de Scap, au niveau de la partie N-
terminale membranaire de 1’enzyme (Sever et al., 2003). Lorsque le taux de stérols est élevé,
ce domaine se lie a la protéine Insigl, associée dans un complexe aux ubiquitine-ligases E3
du réticulum gp78 et Trc8, qui se chargent de 1’ubiquitinylation de la Reductase préalable a sa
dégradation par le protéasome (figure 11) (Jo et al., 2011; Song et al., 2005b). Ainsi, lorsque
le taux de cholestérol est ¢élevé, il agit simultanément pour diminuer la quantité¢ de 1’enzyme
au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel.

En pharmacologie, les statines sont utilisées pour inhiber 1’activit¢ de ’HMGCoA-
Reductase au niveau hépatique et ainsi faire baisser la quantité de cholestérol (Istvan and

Deisenhofer, 2001). En conséquence, la translocation de SREBP2 est activée ce qui permet
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d’augmenter 1’expression du LDLR hépatique et d’éliminer plus de LDL circulant (voir

I1.5.2.1) (Goldstein and Brown, 2009).

11.5.1.3 Le controle de [’expression et de la stabilisation de Insigl.

Insigl est une protéine clé de la régulation de la synthése du cholestérol, elle participe
aux 2 niveaux de régulation de ’'HMGCoA Reductase. Elle est elle-méme régulée au niveau
transcriptionnel et post transcriptionnel (Lee et al., 2006). Le promoteur du géne codant pour
Insigl contient une séquence SRE et est donc une cible de SREBP2 (Kast-Woelbern et al.,
2004). Cela signifie que lorsque le taux de cholestérol est faible, SREBP2 transloque au
noyau et stimule la transcription du messager d’Insigl (figure 12).

Paradoxalement, le taux de protéine Insigl chute lorsque celui de son messager
augmente. En effet, la dissociation du complexe Scap/SREBP2/Insigl a libéré la protéine
Insigl qui subit une ubiquitinylation par I’E3 gp78 (Lee et al., 2006), qui I’adresse au
protéasome pour y étre dégradée (Tsai et al., 2012). La protéine Insigl nouvellement
synthétisée par 1’activation de SREBP2 est ¢galement rapidement dégradée tant que le taux de
cholestérol néo synthétisé n’a pas atteint un niveau permettant son interaction avec Scap.
Lorsque ce taux est suffisamment élevé, le cholestérol se lie a Scap, qui se lie a Insigl et
inhibe sa dégradation. Cela conduit a une accumulation du complexe Scap/SREBP2/Insigl a
la membrane du RE, méme si le taux d’ARNm de Insigl diminue. L’inhibition de la synthése
du cholestérol est donc effective uniquement lorsqu’il y a suffisamment de cholestérol et
d’Insigl néosynthétisés (Gong et al., 2006). Les auteurs ayant décrit ce double rétrocontrole
sur la synthése du cholestérol émettent I’hypothése qu’il servirait a empécher une inhibition
de la voie du mévalonate trop précoce par le cholestérol seul, avant que les autres

isoprénoides de la voie ne soient synthétisés (Goldstein et al., 2006).

11.5.1.4 Le controle de [’expression et la stabilisation de Scap

Scap est une protéine indispensable a la régulation de la synthése du cholestérol. Sa
suppression dans des cellules empéche le clivage de SREBP2 par S1P et la synthése de
cholestérol (Rawson et al., 1999). En dépit de sa place importante dans ce systéme de
régulation, peu de données sont connues concernant la régulation de 1’expression de la
protéine Scap. Un article de 1999 analyse la séquence du géne codant Scap et montre que sa
région promotrice présente une structure caractéristique des promoteurs des génes de ménage,
avec des sites de fixation aux facteurs de transcription Spl et AP2. L’étude indique également

I’existence d’un site de fixation au facteur ADDI1 (Adipocyte Determination and
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Differentiation-dependent factor 1)/SREBP1, qui suggére une régulation de 1’expression de
Scap par ce membre de la famille des SREBP, bien qu’on ne sache pas si cette séquence est
fonctionnelle (Nakajima et al., 1999).

Concernant la régulation post-traductionnelle de la protéine, on dispose de plus
d’¢éléments. Il a été montré qu’apres avoir assuré le transport de SREBP2 jusqu’au Golgi,
Scap est recyclée pour retourner a la membrane du RE ou elle va lier et transporter d’autres
SREBP2 (Nohturfft et al., 1999). Récemment, on a découvert que le clivage de SREBP2 par
I’enzyme S1P est indispensable a ce recyclage et que Scap reste dans le Golgi avant d’étre
dégradé si le clivage est inhibé (Shao and Espenshade, 2014). Les modifications post-
traductionnelles de type glycosylations semblent avoir un effet sur la stabilité de la protéine et
son efficacité de recyclage (Yuan et al., 2011). Une étude implique la glycosylation de Scap
dans la formation des cellules spumeuses. L’induction d’un stress inflammatoire dans une
lignée de macrophages humains en culture induit une accumulation de cholestérol, due a
activation des geénes régulés par SREBP2, notamment la Reductase. Cette activation semble
étre causée par une augmentation de 1’expression et de la glycosylation de Scap (Zhou et al.,

2013).

11.5.1.5 Régulation de [’expression de SREBP?2

Le geéne codant SREBP2 est un gene cible de lui-méme. Il contient en effet une séquence SRE
dans sa région 5’ ainsi qu’une séquence NF-Y, qui semblent toutes les deux indispensables a
la régulation de I’expression du gene par les stérols. Ainsi, les quantités d’ARNm et de
protéine SREBP2 augmentent lorsque le fragment actif de SREBP2 transloque dans le noyau
(Sato et al., 1996).

@

protéique Scap/SREBP2/Insigl permettant [P’activation ou DPinhibition de Ila

~

a syntheése du cholestérol est un mécanisme finement régulé qui mobilise le complexe

transcription de D’enzyme HMGCoA-Reductase. C’est le taux intracellulaire de
cholestérol, détecté par la protéine Scap, qui dicte P’activation ou la séquestration

membranaire de SREBP2. La stabilisation ou la dégradation des protéines de ce

complexe sont également fonction du taux de cholestérol intracellulaire.

\_ /
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Figure 13 : La famille des récepteurs aux LDL (Low Density Lipoprotein). Elle comprend 8 récepteurs
présentant des homologies de structure. Le domaine extracellulaire comporte des éléments de fixation aux
ligands et le domaine cytoplasmique contient des sites NPxY phosphorylables (d’aprés Boucher et
Gotthardt, 2004).
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11.5.2 Régulation de la captation du cholestérol : le récepteur aux LDL

Le récepteur aux LDL (LDLR) appartient a la famille des récepteurs aux LDL qui
comprend 7 autres membres présentant des homologies de structure : le LRP1 (LDL-receptor
Related Protein 1), le récepteur aux VLDL, le récepteur 2 a I’ApoE, le LRP5/6, MEGF7, le
LRPI1B et le LRP2 (figure 13). Compte tenu de son importance dans ce projet de thése, le
récepteur LRP1 fait I’objet du chapitre III de ce manuscrit.

M. Brown et J. Goldstein ont recu le prix Nobel de Physiologie en 1985 pour leur
identification du récepteur aux LDL, nommé aussi récepteur B/E, et de son role dans le
métabolisme du cholestérol (Brown and Goldstein, 1976). 11 est composé d’un domaine
extracellulaire qui comporte 7 séquences répétées d une quarantaine d’acides aminés riches en
cystéines, qui forment les domaines de liaison au ligand. Le LDLR se lie a I’ApoB100 des
LDL par les domaines 3 a 7, et a ’ApoE des chylomicrons remnants et des IDL par les
domaines 3 a 5 (Fisher et al., 2004; Nimpf and Schneider, 2000). On trouve ensuite un
domaine d’homologie au précurseur du facteur de croissance épidermique EGF (Epidermal
Growth Factor). Proche de la membrane plasmique se trouve un domaine glycosylé puis le
domaine transmembranaire. La courte chaine cytoplasmique comporte une séquence NPXY.

Le LDLR est retrouvé dans des zones membranaires nommeées puits recouverts de
clathrines (Anderson et al., 1976) et la fixation d’une LDL sur son récepteur entraine
I’internalisation par endocytose du couple LDLR/LDL au sein d’une vésicule recouverte de
clathrines (Anderson et al., 1977). La fusion de cette vésicule avec une vésicule endosomale
diminue le pH permettant la libération du récepteur qui peut alors étre recyclé a la membrane,
tandis que les composants lipidiques et apolipoprotéiques de la LDL sont dégradés (Arias-

Moreno et al., 2008; Brown et al., 1997).

11.5.2.1 Régulation de [’expression du LDLR

Le LDLR est exprimé de fagcon ubiquitaire mais c’est au niveau des cellules hépatiques
qu’il est majoritairement retrouvé. Son expression est sous controle du facteur SREBP2. En
effet, le promoteur du géne codant pour le LDLR posseéde une séquence de type TATA-box et
3 séquences répétées nommees répétition 1 a 3. La répétition 2 contient une séquence SRE,
cible de la fraction nucléaire de SREBP2 (Briggs et al., 1993) et les répétitions 1 et 3 sont
ciblées par le facteur de transcription Spl (Siidhof et al., 1987). Ces 3 répétitions sont
nécessaires a la régulation de 1’expression du LDLR par le cholestérol (Sanchez et al., 1995).

Ainsi, lorsque le taux de cholestérol intracellulaire est faible, la translocation de SREBP2
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permet ’activation simultanée de la synthése endogene et de la capacité a capter le cholestérol
présent dans les LDL circulants, ce qui contribue a le ramener a son taux physiologique

(Sanchez et al., 1995).

11.5.2.2 Régulation post-traductionnelle du LDLR

Si I’expression du LDLR est controlée par SREBP2, ce sont les LXR qui contrdlent la
stabilité¢ de la protéine. Les LXRa et B sont des récepteurs nucléaires qui ont pour ligands les
oxystérols (Janowski et al., 1996, 1999), des dérivés métaboliques du cholestérol dont la
quantit¢ augmente parallelement a celle du cholestérol (Wong et al., 2007). Les LXR
fonctionnent en hétérodimere avec le récepteur RXR (Retinoid X Receptor). lls sont
constitutivement fixés a leurs séquences promotrices cibles et interagissent avec des co-
répresseurs en absence de ligands. La fixation d’un ligand entraine le recrutement de co-
activateurs et induit la transcription de ces génes cibles (Repa and Mangelsdorf, 2000). Parmi
eux se trouve celui qui code la protéine IDOL (Inducible Degrader of the LDLR). Cette
ubiquitine ligase E3 permet 1’ajout d’ubiquitine sur la partie cytoplasmique du récepteur au
LDL, signal déclenchant sa dégradation au sien des lysosomes (Zelcer et al., 2009; Zhang et
al., 2012). Il semble que IDOL cible les LDLR présents dans les rafts membranaires et que le
mécanisme d’internalisation du récepteur soit différent du mécanisme d’endocytose clathrine-

dépendant (Sorrentino et al., 2013).

11.5.2.3 Role du LDLR dans [’athérosclérose

Certaines hypercholestérolémies familiales sont dues a des mutations du géne codant
pour le LDLR qui provoquent une augmentation du taux de LDL circulant (Dedoussis et al.,
2004; Jensen, 2002; Yang et al., 2007). Ceci est un facteur de risque majeur dans le
développement de 1’athérosclérose. Les souris invalidées pour le LDLR (LDLR-/-) sont un
modele d’étude de ’athérosclérose classiquement utilisé. Sous régime normal, elles ont un
taux de cholestérol total et de LDL plasmatique 1égérement plus €élevé que les souris sauvages.
Il augmente fortement lorsqu’elles sont soumises a un régime riche en cholestérol (Paigen) et
provoque ’apparition rapide de lésions athéromateuses (Ishibashi et al., 1994a; Kolovou et
al., 2008). Les souris double-KO LDLR et ApoE sont également trés utilisées pour étudier la
pathologie (Ishibashi et al., 1994b).
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11.5.3 Régulation de efflux du cholestérol : ABCAI et ABCG1

Si toutes les cellules sont potentiellement capables de capter et de synthétiser du
cholestérol, aucune a I’exception des hépatocytes n’est capable de le cataboliser. Le transport
reverse du cholestérol permet de le faire sortir des cellules des tissus périphériques via des
protéines spécialisées dans 1’efflux, pour le transférer aux accepteurs que sont les HDL. Des
transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette) ont été identifiés comme indispensable a
ce processus. Ces protéines assurent le transport actif, grace a I’hydrolyse de I’ATP, et
unidirectionnel d’une grande variété de substrats tels que des acides aminés, des ions, des
peptides, des protéines et des lipides, dont le cholestérol, au travers de la membrane
plasmique. Chez I’Homme on compte 48 geénes codant pour des transporteurs de type ABC,
classés en 7 catégories (ABCA a ABCQG). Les transporteurs ABCA1 et ABCGI1 sont les
principaux transporteurs du cholestérol, ce sont les plus étudiés avec plusieurs modéles de
souris invalidées ou surexprimant ces protéines. Ils sont régulés au niveau de leur expression
mais également de leur localisation cellulaire et de leur activité par différents mécanismes,

dont certains ne sont pas clairement ¢lucidés.

11.5.3.1 Fonction des transporteurs ABCAI et ABCG1

ABCA1 et ABCGI sont exprimés par tous les tissus mais on les retrouve plus
fortement exprimés dans les tissus ayant un métabolisme lipidique important comme le foie,
I’intestin, les surrénales, les poumons, le cerveau et dans les macrophages (Lawn et al., 2001;
Oram and Heinecke, 2005; Wellington et al., 2002).

Les deux récepteurs travaillent en synergie pour charger les ApoA-1 en lipides
(Gelissen et al., 2006). Le ABCA1 hépatique initie la formation des HDL natifs en transférant
le cholestérol libre et les phospholipides des cellules aux ApoA-I non chargées en lipides
(Vedhachalam et al., 2007a, 2007b; Wang et al., 2001). ABCGI ne possede pas cette capacité
mais utilise ces HDL natifs comme substrat pour les charger en cholestérol, donnant naissance
aux HDL matures. Il peut aussi enrichir directement les HDL matures (Kennedy et al., 2005;
Vaughan and Oram, 2006; Wang et al., 2004).

En plus de I’efflux direct de cholestérol, des études suggerent que les transporteurs
sont impliqués dans le trafic intracellulaire de cholestérol. Ils sont retrouvés au niveau
membranaire mais également au niveau intracellulaire, dans 1’appareil de Golgi et les
vésicules endosomales tardives et précoces (Neufeld et al., 2001, 2014). La surexpression de

ABCGI] entraine une activation de la translocation nucléaire de SREBP2, probablement en

48



LXR/RXR

LXR/RXR
Sp1/Sp3 T N7
Sp1 i \ ) TN
/ v o
NFxB Ebox :

Figure 14 : Le promoteur du géne codant ABCAL. Le géne codant ABCAL contient un unigque
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Costet et al., 2003) .
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facilitant le départ du cholestérol de la membrane du RE, ce qui libére le complexe
Scap/SREBP2 de Insigl (Tarling and Edwards, 2011). La surexpression de ABCG1 conduit
aussi a une augmentation de I’estérification du cholestérol ce qui suggere que le transporteur
pourrait conduire le cholestérol non efflué¢ a I’enzyme ACAT (Acyl/CoA-Cholesterol-Acyl-
Transferase) qui assure cette estérification (Vaughan and Oram, 2006). ABCA1 est quant a
lui impliqué dans la régulation de la quantité de cholestérol dans les microdomaines (rafts), ce
qui module le protéome présent dans ces domaines (Chowdhury et al., 2015; Landry et al.,
2006). Par ailleurs, son invalidation chez la souris perturbe le transport vésiculaire des lipides

entre le Golgi et la membrane plasmique (Orso et al., 2000)

11.5.3.2 Régulation transcriptionnelle

Les LXR sont les principaux facteurs qui controlent 1’expression des génes codants
pour ABCA1 et ABCGI (Costet et al., 2000; Edwards et al., 2002). L’activation des LXR par
les oxystérols favorise 1’efflux de cholestérol en augmentant 1’expression des transporteurs
(Larrede et al., 2009; Ma et al., 2014; Venkateswaran et al., 2000; Wang et al., 2006). Une
¢tude récente a montré que dans les macrophages, LXRB n’est pas impliqué dans la
stimulation de 1’expression des transporteurs et de I’efflux et que seul LXRa en est

responsable (Ishibashi et al., 2013).

0 ABCAI

Le promoteur du géne de ABCA1 contient une TATA-box qui apparait indispensable
a l’activation de ce promoteur, ainsi que des séquences cibles a Spl et Sp3 (Langmann et al.,
2002) Les ¢léments de réponse aux LXR (LXRE) et au RXR (RXRE) sont retrouvés au
niveau du promoteur ainsi qu’au sein de ’intron 1 du geéne (Costet et al., 2000; Singaraja et
al., 2001). Le promoteur contient ¢galement une Ebox et un site NFkB (Langmann et al.,
2002; Santamarina-Fojo et al., 2000; Yang et al., 2002b). L’expression de ABCA1 est régulée
par les LXR mais également par d’autres facteurs nucléaires tels que RAR (Retinoic Acid
Receptor) ou PPARa et y (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), parfois directement,
parfois par I’intermédiaire de 1’activation des LXR (Costet et al., 2003; Kédmmerer et al.,

2011; Ozasa et al., 2011; Santamarina-Fojo et al., 2001) (figure 14).
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o0 ABCGI

Les études des genes humain et murin de ABCGI révelent I’existence de nombreuses
isoformes issues de différents promoteurs et/ou d’épissage alternatif, chacune pouvant étre
régulée différemment selon le type cellulaire et/ou 1’état métabolique de la cellule (Engel et
al., 2006; Nakamura et al., 2004a). Le géne humain de ABCG1 posséde des promoteurs
distincts, en amont de 1’exon 1 (promoteur A), en amont de 1’exon 2, en amont de I’exon 5
(promoteur B) et en amont de I’exon 8 (figure 15). Le promoteur B contient des sites de
fixation aux facteurs de transcription Sp1 et NFxB ainsi qu’un élément de réponse 8 SREBP2,
un a LXR (LXRE) et deux a RXR. Le promoteur A ne contient que des sites de fixation aux
facteurs Spl et NFxB. Le promoteur en amont de ’exon 2 comporte une séquence LXRE
(Lorkowski et al., 2001; Sabol et al., 2005). Le promoteur en amont de I’exon 8 contient une
TATA-box et deux ¢léments de réponse a LXRa (LXRE) (Kennedy et al., 2001).

Des études réalisées dans différentes lignées cellulaires humaines et dans des
macrophages péritonéaux murins en culture montrent que I’activation de LXR par un ligand
synthétique induit la relocalisation de ABCG1 depuis les vésicules intracellulaires vers la
membrane plasmique, ce qui augmente I’efflux de cholestérol vers les accepteurs (Neufeld et
al., 2014; Vaughan and Oram, 2005; Wang et al., 2006). Des auteurs retrouvent ABCG1 a la
membrane plasmique sans activation de LXR et propose que dans I’étude de Wang,
I’utilisation d’un tag en C-ter de la protéine puisse perturber le trafficking normal du
transporteur et fausser les observations (Xie et al., 2006). Une autre étude réalisée dans les
mémes types cellulaires contredit ces données, les auteurs ne retrouvant jamais ABCG1 a la
membrane plasmique mais uniquement au niveau des endosomes (Tarling and Edwards,
2011). Globalement, il semblerait que la localisation de ABCGI soit fonction de

I’environnement et du métabolisme cellulaire.

11.5.3.3 Régulation post-transcriptionnelle

Au niveau post-transcriptionnel, le cholestérol intracellulaire exerce un controle direct
sur les transporteurs ABCA1 et ABCGI1. Lorsque les lipoprotéines sont endocytées par les
cellules, le cholestérol libéré va inhiber sa synthése et son import par les mécanismes décrits
plus haut, et il va également activer son export en inhibant [’ubiquitination des transporteurs
ABCAI1 et GI, bloquant par conséquent leur dégradation par le protéasome (Hsieh et al.,
2014).
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o0 ABCAIl

ABCAI1 contient une séquence PEST qui permet sa dégradation par une calpaine,
régulant la quantité de transporteur dans la cellule et 1’efflux de cholestérol. La fixation
d’ApoA-1 a ABCALI déclenche une boucle de rétrocontrole positive en stimulant I’efflux de
cholestérol et en inhibant la dégradation par la calpaine ce qui augmente 1’expression de
ABCAI1 (Arakawa and Yokoyama, 2002; Wang et al., 2003). ABCA1 est également stabilisé
par ’enzyme plasmatique PLTP qui interagit directement avec le transporteur et ApoA-1 et
favorise I’efflux de cholestérol (Oram et al., 2003).

Au fur et a mesure de progression des Iésions athéromateuses, on trouve une quantité
croissante de cholestérol libre (Lundberg, 1985; Rapp et al., 1983). Dans ces conditions
pathologiques, des auteurs ont montré que le cholestérol libre inhibe 1’efflux de cholestérol
des macrophages en activant la dégradation de ABCA1. Ce phénoméne pourrait accélérer la
progression des lésions. L’étude montre également que le cholestérol libre semble n’avoir

qu’un effet limité sur la dégradation ABCG1 (Feng and Tabas, 2002).

o0 ABCGI

La protéine ABCGI1 est régulée au niveau de sa stabilit¢ et de son activité¢ par de
nombreux mécanismes (Tarling and Edwards, 2012). Sa séquence protéique comprend des
acides aminés qui portent des palmitoylations sur des résidus cystéine. La mutation de
certains résidus diminue la stabilité du transporteur et 1’efflux de cholestérol. Ces mutations
alterent ¢galement le trafic de la protéine depuis le réticulum endoplasmique (Gu et al., 2013).

L’Homme exprime 2 isoformes de ABCG1 (ABCG1+12 et ABCG1-12) alors que la
souris n’exprime que la forme -12. La présence des 12 acides aminés supplémentaires ajoute
un niveau de régulation a la stabilit¢ de ABCGI, par la présence de sites cibles de la PKA
(Protéine Kinase A). La phosphorylation de ces sites est associée a une augmentation de la
dégradation de la protéine (Gelissen et al., 2012). Par ailleurs, ABCGI interagit avec la
cavéoline 1 ce qui stimule 1’activité du transporteur (Gu et al., 2014).

Dans les cellules endothéliales, ’activation de I’AMPK (Adenosine Monophosphate
Activated Protein Kinase) augmente I’expression de ABCG1 en stabilisant son ARNm. En
conséquence, I’efflux de cholestérol augmente et la production de ROS est inhibée. Ceci

contribue a préserver I’activité de la eNOS et la fonction endothéliale (Li et al., 2010).
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qui contribue a inhiber I’efflux de cholestérol (Najafi-Shoushtari et al., 2010 ; Ono et al., 2015).
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0 Régulation par les microARN

Récemment, les microARN en tant que régulateurs du métabolisme du cholestérol ont
connu un intérét grandissant (Fernandez-Hernando and Moore, 2011; Ferndndez-Hernando et
al., 2011; Rayner et al., 2010, 2012). Les microARN (miRNA) sont des petites séquences
d’ARN non codant, simple brin, d’environ 22 nucléotides. Ils se fixent a une séquence
complémentaire située dans la région 3’ non traduite de I’ARN messager ciblé et réprime sa
traduction et/ou perturbe sa stabilité (Ambros, 2004; Bartel, 2004).

Un des principaux miRNA impliqués dans le métabolisme du cholestérol est le miR33.
Le miR33-a est retrouvé chez I’Homme et la souris, abrité dans I’intron 16 du géne codant
SREBP?2 ; le miR33-b, absent chez la souris, est situ¢ dans I’intron 17 de SREBP1 (Bommer
and MacDougald, 2011; Gerin et al., 2010). La premiére étude sur ce miRNA a révélé qu’il
ciblait ’ARNm de ABCAL1 et réprimait sa traduction dans des fibroblastes, des hépatocytes
humains et des macrophages murins en culture (Najafi-Shoushtari et al., 2010). Les miR33
ciblent et répriment également I’ARNm de ABCGI1 et SR-B1, tous impliqués dans I’efflux de
cholestérol (Ono et al., 2015). Ainsi, lorsque la cellule a besoin de cholestérol, elle active sa
synthése et son import par la translocation de SREBP2. Le gene de SREBP2 étant également
transcrit, le miR33a produit simultanément contribue a faire baisser I’export de cholestérol
(figure 16).

Les souris déficientes en miR33 présentent des taux ¢levés de ABCAI1 dans les
macrophages et le foie, une augmentation de 1’efflux du cholestérol et du taux de HDL
circulant plus élevés que chez les souris controles (Horie et al., 2010). La double délétion
miR33 et ApoE-/- (Horie et al., 2012), tout comme le traitement de souris LDLR-/- avec un
anti-miR33 (Rayner et al., 2011) entraine une diminution des 1ésions athéromateuses et révele
le role proathérogene de la régulation de I’efflux de cholestérol par miR33 (Horie et al.,
2012).

Les statines ont pour effet d’induire I’activation de SREBP2 et donc sa transcription. Il
n’est donc pas surprenant qu’un traitement in vitro avec des statines augmente I’expression de
miR33 (Niesor et al., 2015). En conséquence, on observe une diminution de 1’expression de
ABCAL et I’efflux de cholestérol ce qui peut contrecarrer I’effet bénéfique des statines sur la

diminution de la quantité de cholestérol.
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11.5.3.4 Role dans [’athérosclérose

o0 ABCAIl

La mutation d’ABCA1 chez I’Homme est responsable de la maladie de Tangier.
Caractérisée par une déficience en HDL plasmatique, cette maladie provoque une
accumulation de cholestérol dans la plupart des tissus et une plus grande susceptibilité a
I’athérosclérose (Brooks-Wilson et al., 1999; Rust et al., 1999). L’invalidation totale
d’ABCAI1 chez la souris mime la maladie de Tangier (Ors6 et al., 2000), ces animaux
présentent aussi une déficience en HDL plasmatique et une accumulation de cellules
spumeuses dans les tissus, notamment au niveau pulmonaire (McNeish et al., 2000). Par
ailleurs, dans les CMLv de I’intima et de la média des 1ésions humaines ainsi que dans des
modeles in vitro de CMLv intimales, 1’expression de ABCAI1 est fortement diminuée par
rapport aux CMLv des zones non Iésé€es, entrainant une augmentation des esters de
cholestérol intracellulaire et une diminution de D’efflux vers les ApoA-I. Ces données
suggerent que la transformation de ces cellules en cellules spumeuses est en partie due a une
baisse de I’activité de ABCAL et I’efflux de cholestérol (Choi et al., 2009).

L’invalidation totale de ABCAI, que ce soit dans un fond génétique LDLR-/- ou
ApoE-/- et sous régime normal ou riche en cholestérol, entraine une forte diminution des taux
de HDL et de ApoA-1 circulantes et une forte augmentation de 1’accumulation de lipides
intracellulaires dans la plupart des tissus mais sans conséquence sur 1’étendue ou la
progression des lésions (Aiello et al., 2002). On observe en effet chez ces souris une
diminution des taux de cholestérol et de VLDL qui permettrait de compenser la baisse des
lipoprotéines antiathérogénes. A 1’inverse, 1’invalidation spécifique de ABCA1 dans les
macrophages des souris ApoE-/- ne perturbe pas le profil plasmatique des souris mais
I’augmentation des Iésions sur les aortes de ces animaux confirme le réle athéroprotecteur de
ABCA1 dans ce type cellulaire (Aiello et al., 2002) .

La surexpression de ABCA1 chez la souris augmente le taux de HDL plasmatique et
I’efflux de cholestérol des macrophages (Singaraja et al., 2001) et entraine chez les souris
ApoE-/- (Singaraja et al., 2002) ou LDLR-/- (Brunham et al., 2009) une diminution des
lésions confirmant le rdle protecteur de ABCA1 contre I’athérosclérose. Cet effet protecteur a
¢été observé également lorsque les souris ApoE-/- sont traitées avec un composant naturel qui

augmente 1’expression endogéne de ABCA1 (Xu et al., 2014).
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L’invalidation de ABCAL spécifiquement dans le foie des souris ApoE-/- entraine une
diminution du taux de HDL circulants, ce qui provoque une augmentation des Iésions

(Brunham et al., 2009).

o0 ABCGI

Contrairement aux souris ABCA1-/-, I’invalidation de ABCG1 seule ou associée a
I’invalidation de ABCG4, ABCA1, LDLR et ApoE, n’entraine pas de modifications des taux
de lipoprotéines circulantes (Westerterp et al., 2013).

L’invalidation totale de ABCGI1 chez la souris conduit a une accumulation de
cholestérol dans la plupart des tissus, et accroit la taille des 1ésions athéromateuses. (Kennedy
et al., 2005; Out et al., 2007).

Les effets de I’invalidation de ABCG1 spécifiquement dans les macrophages de souris
LDLR-/- ou ApoE-/- sont sujets a débat. Selon les études, ils entrainent une diminution de
I’é¢tendue des lésions (Baldan et al., 2006; Ranalletta et al., 2006), ou au contraire les
augmentent (Lammers et al., 2009; Out et al., 2006). Il semblerait que 1’absence de ABCG1
favorise 1’apoptose des cellules ce qui limite la progression des plaques (Baldan et al., 2006).
Cette hypothése est corroborée par une étude qui montre que I’absence de ABCGI est
délétere dans les lésions précoces mais devient bénéfique dans les 1ésions tardives qui sont
retardées par une augmentation de 1’apoptose (Meurs et al., 2012). On observe également une
surexpression de ABCA1 qui pourrait compenser ’absence de ABCG1 (Ranalletta et al.,
20006).

Par ailleurs, ABCG1 protege indirectement de 1’athérosclérose en préservant la
fonction endothéliale. Il favorise I’export de cholestérol aux HDL au niveau de cellules
endothéliales ce qui augmente 1’activité de la eNOS. Le NO ainsi libéré va stimuler la
relaxation de ’artére et son statut anti-thrombotique (Terasaka et al., 2010; Westerterp et al.,

2010).

La double délétion ABCA1/ABCGI dans les macrophages de souris LDLR-/- conduit
a une augmentation des lésions, plus importante que dans les simples KO, confirmant le role

des deux transporteurs dans I’efflux de cholestérol et la protection contre 1’athérosclérose

(Out et al., 2008; Westerterp et al., 2013; Yvan-Charvet et al., 2007).
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/L’équilibre entre 'import et ’export de cholestérol est assuré par une régulation ﬁneh
I’expression, de la stabilité et de I’activité des récepteurs qui captent les lipoprotéines et
des transporteurs qui exportent le cholestérol. Ces deux types de protéines sont donc
indispensables au maintien de la quantité physiologique de cholestérol intracellulaire.
Les perturbations de leur régulation ont des conséquences pathologiques notamment au
niveau des cellules artérielles. Comme pour la syntheése endogéne, le cholestérol lui-

méme et ses métabolites les oxystérols controlent ces régulations via les facteurs

\S{EBPZ et LXR. J

11.5.4 L’estérification et I’hydrolyse du cholestérol

On trouve deux pools de cholestérol mobilisables par la cellule : le pool de cholestérol
libre membranaire et le pool de cholestérol estérifie. Le cholestérol passe ainsi
continuellement de sa forme libre a sa forme estérifiée en fonction des compartiments ou il se
trouve et des rdles qu’il doit jouer au sein de la cellule. Ce changement de statut est assuré par
des enzymes aux effets opposés : celles qui hydrolysent le cholestérol estérifié¢ et celles qui

estérifient le cholestérol libre (figure 17).

11.5.4.1 L estérification du cholestérol intracellulaire

Chez les mammiferes, 1’estérification du cholestérol est réalisée par les enzymes
ACATI1 et ACAT2 (Chang et al., 2009). Les substrats de ces transférases sont le cholestérol et
I’acyl-CoA et les produits de la catalyse sont les esters de cholestérol et le CoA.

Chez ’'Homme, ACATI est exprimée dans le foie, les surrénales, les reins et par les
macrophages mais absente dans I’intestin. Elle est responsable de [I’estérification du
cholestérol en vue de son stockage sous forme de gouttelettes cytoplasmique, ainsi que de la
production des esters composants les VLDL. ACAT2 prédomine au niveau de ’intestin et est
¢galement exprimée dans le foie (Chang et al., 2000; Lee et al., 1998), a des niveaux
d’expression variables selon les individus et les conditions physiologiques (Parini et al., 2009;
Smith et al., 2004). Chez la souris ¢’est ACAT2 et non ACAT1 qui est majoritaire dans le foie
(Willner et al., 2003). ACAT2 est responsable de I’estérification du cholestérol hépatique
pour le stockage et pour la constitution des lipoprotéines riches en ApoE (Temel et al., 2007).
L’expression et ’activité des ACAT sont stimulées par le cholestérol libre exogéne, les LDL

et les oxystérols (Uelmen et al., 1995).
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Les ACAT sont associées au développement de 1’athérosclérose, notamment lors de la
différenciation des monocytes en macrophages. En conditions physiologiques, ACATI est
retrouvée dans les monocytes non différenciés mais ACAT2 en est absente. En conditions
pathologiques, dans les macrophages différenciés des Iésions athéromateuses, 1’expression de
ACATTI est fortement augmentée et ACAT2 est retrouvée en quantité significative (Miyazaki
et al., 1998; Sakashita et al., 2003). Compte tenu de la forte accumulation de cholestérol dans
ces cellules, associée a une baisse de 1’efflux, I’activation du processus de stockage par les

ACAT n’est pas surprenante.

11.5.4.2 L hydrolyse des esters de cholestérol

Lorsque la cellule a un besoin rapide de cholestérol, les enzymes de la famille des
nCEH (neutral Cholesteryl Esters Hydrolase) hydrolysent les esters de cholestérol. Dans les
macrophages, I’HSL (Hormone-Sensitive Lipase), la CEH (Cholesterol Ester Hydrolase) et la
NCEHI1 (Neutral Cholesterol Ester Hydrolase I) ont ce role (Igarashi et al., 2010).

De part son rdle initiateur dans 1’efflux du cholestérol, I’effet des nCEH,
particuliérement dans les macrophages, est antiathérogéne. Cela a ¢été montré par des
expériences de délétions totales et tissu-spécifiques qui conduisent a une transformation des
macrophages en cellules spumeuses. En effet, le traitement par des LDLac de macrophages
péritonéaux issus de souris invalidées pour NCEHI1 entraine une diminution de I’efflux de
cholestérol et en conséquence une augmentation de son stockage sous forme d’esters.
Logiquement, les souris ApoE-/- invalidées pour NCEH1 présentent une étendue de la surface
des Iésions plus importante que les controles, tout comme les souris LDLR-/- lorsque NCEH1
ou HSL sont invalidées spécifiquement dans les macrophages (Sekiya et al., 2009, 2011). Les
Iésions sont enrichies en esters de cholestérol comme en cholestérol libre, et ce sans
modification des paramétres métaboliques tels que les taux plasmatiques de cholestérol, de
triglycérides et de glucose.

La double délétion de NCEH1 et HSL chez la souris montre que les deux enzymes
sont responsables de 90% de I’activit¢ nCEH des cellules et que la contribution de NCEH]1
dans I’hydrolyse du cholestérol est majoritaire (Sekiya et al., 2009). Contrairement a la double
délétion de ABCA1 et ABCGI qui inhibe complétement I’efflux, celle de NCEHI1 et HSL ne
diminue 1’efflux de cholestérol que de 30 a 40%. Ceci s’explique par le fait que I’hydrolyse
des esters ne mobilise que le pool de cholestérol estérifi¢ et n’affecte pas la mobilisation du

pool de cholestérol libre membranaire qui peut toujours étre exporte.

56



O
A oo
Faible quantité de cholestérol

SREBP2

miR33 \l/

ABCG1
HMGCoA-Reductase

ABCA1l

LDLR

Synthese, import, inhibition de I’ex%rt

g |

Forte quantité de cholestérol

LXR

ABCG1
ABCA1l

IDOL | LDLR

Export, inhibition de I'import >

Figure 18 : Résumé de la régulation de 'homéostasie du cholestérpar SREBP2 et LXR. A.
Lorsque le taux de cholestérol est faible, la translocation nuelée SREBP2 permet d’activer la
synthése endogéne et I'import et de l'inhiber 'efflux grace au miRB3.orsque le taux de cholestérol
est élevé, les métabolites oxydés du cholestérol activent les LXR quiegtent la stimulation de I'efflux

et I'inhibition de I'import.
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I11.5.5 L’élimination du cholestérol

Le cholestérol est ramené par les HDL vers le foie, les hépatocytes étant les seules
cellules capables de le transformer. La, les LXR controlent la synthése des acides biliaires par
I’activation transcriptionnelle de I’enzyme Cyp7al (Chiang et al., 2001) qui assurent la
conversion du cholestérol en acides biliaires primaires: [’acide cholique et 1’acide
chénodéoxycholique (Russell, 2003). Les acides biliaires sont a la fois le mode d’élimination
du cholestérol et des molécules actives qui participent entre autre a la digestion des aliments.
Excrétés par les hépatocytes et stockés dans la vésicule biliaire, ils sont déversés en partie
sous forme de sels biliaires dans le duodénum au cours du repas, facilitent 1’action des
enzymes digestives et le passage des composés lipidiques a travers la barriére intestinale. La
majorité des acides biliaires sont ensuite réabsorbés et recyclés et une petite partie est

¢liminée dans les selles (Hofmann, 1999).

\_

Le cholestérol ne pouvant étre stocké que sous forme estérifié et exporté sous forme
libre, deux groupes d’enzymes sont chargés du passage continuel d’un état a un autre,
les ACAT et les nCEH. Dans Dathérosclérose, D’efflux étant moins efficace,

Pestérification est plus sollicitée pour faire face a ’accumulation de cholestérol.

)

La production du cholestérol et la régulation de son métabolisme sont des processus
physiologiques essentiels au maintien de l’'intégrite des cellules, et plus généralement a la
préservation de [’organisme en bonne santé. Nous avons vu que cette régulation tres
complexe intervient a tous les niveaux pour chacune des protéines impliquées, grdce
notamment aux facteurs de transcription SREBP2 et LXR (figure 18). Les dyslipidémies
causées par des défauts dans cette régulation sont a [’origine de phénomenes pathologiques
tels que [’athérosclérose. La nécessité de dissequer les mécanismes moléculaires de
[’homéostasie du cholestérol et de ses dysfonctionnements est évidente au vu des
consequences dramatiques de [’athérosclérose et de ses complications cliniques sur la santé
au niveau mondial. Dans ce contexte, notre équipe de recherche étudie depuis de nombreuses
années sur un des acteurs de ce métabolisme : le récepteur LRPI. Un modele de souris
invalidée pour LRP1 spécifiquement dans les cellules musculaires lisses a permis de mettre en
evidence le role athéroprotecteur de LRPI1, et nous nous attachons depuis a en caractériser

les mecanismes.
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II1. Roles de LRP1 dans I’athérosclérose

II1.1 Généralités sur LRP1

II1.1.1 Structure

Le récepteur LRP1, plus grand récepteur de la famille des récepteurs aux LDL, a été
découvert par I’équipe de J. Herz en 1988 (Herz et al., 1988). C’est une protéine dont le
précurseur de 600kDa est synthétis¢é dans le RE des cellules, puis clivé par une furine-
convertase au niveau de 1’appareil de Golgi, en une sous unité¢ o de 515kDa et une sous unité
B de 85kDa (Herz et al., 1990; Willnow et al., 1996), liées de manicre non covalente. La sous
unité¢ o est enticrement extracellulaire tandis que la sous unit¢ B contient un domaine
extracellulaire, le domaine transmembranaire et le domaine intra-cytoplasmique (figure 19).

L’extrémité N-terminale de LRP1 est située dans le compartiment extracellulaire et est
organisée en 4 grands domaines ou clusters, numérotés de I a IV, composés d’un nombre
variable de séquences répétées de type complément riches en cystéines (CR). Ces domaines
ont été identifiés comme étant les sites de liaisons aux ligands, les domaines II et IV étant les
sites préférentiels (Herz and Strickland, 2001; Neels et al., 1999). Entre ces 4 domaines, on
trouve des domaines d’homologie au précurseur de ’EGF consistant en des successions de
domaines de type EGF, riches en cystéines et encadrant des motifs YWTD repliés en hélice f.
La délétion de ces domaines dans les récepteurs aux LDL et aux VLDL, membre de la méme
famille que LRP1, indique qu’ils semblent nécessaires a 1’endocytose des ligands (Davis et
al., 1987; Mikhailenko et al., 1999).

LRP1, comme tous les membres de sa famille, posséde un seul domaine
transmembranaire. Son domaine C-terminal intracellulaire est composé de 100 acides aminés,
et comporte deux motifs NPXY et deux motifs dileucine LL. Le motif NPXY proximal
semble important pour la synthése et la maturation de la protéine LRP1, tandis que la
mutation du motif distal perturbe I’internalisation des ligands (Reekmans et al., 2010). Les
deux motifs NPXY sont susceptibles d’étre phosphorylés au niveau de la tyrosine et
d’interagir avec des protéines cytoplasmiques contenant un domaine PTB (phosphotyrosine
binding). La partie cytoplasmique du récepteur peut également lier des protéines adaptatrices

impliquées dans le trafic vésiculaire et la signalisation cellulaire (Lillis et al., 2008).
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111.1.2 Régulation transcriptionnelle

Chez ’Homme, LRP1 est plus fortement exprimé dans les hépatocytes (Herz et al.,
1988), les neurones et les astrocytes, les cellules épithéliales de 1’intestin, les cellules
musculaires lisses, les fibroblastes, les macrophages, les cellules de Leydig, les cellules de la
granulosa et les cellules interstitielles du rein (Moestrup et al., 1992).

La complexité de la régulation de I’expression du géne codant LRP1 par des facteurs
hormonaux et des facteurs de croissance a ét¢ bien résumée dans une récente revue (Emonard
et al., 2014). Contrairement au LDLR, le promoteur du géne LRP1 ne possede pas de TATA
box ni de séquence SRE (Kiitt et al., 1989), mais un site SRE a été identifi¢ dans la région 5’
non traduite du gene (Gaéta et al., 1994). Les facteurs de transcription Spl et NRF-1 (Nuclear
Respiratory Factor) se fixent sur ce site et induisent la transcription du géne.

Au niveau des cellules vasculaires, 1’expression de LRP1 est modulée indirectement
par le cholestérol. En effet, I’absorption de LDL agrégés (LDLag) par LRP1 conduit a une
augmentation de la quantité de cholestérol dans ces cellules, qui exerce son effet inhibiteur sur
la translocation de SREBP2. Cette inhibition est associée a une augmentation de 1’expression
de LRP1 dans les cellules musculaires lisses vasculaires (Llorente-Cortés et al., 2006), les
cardiomyocytes (Cal et al., 2012) et les macrophages (Llorente-Cortés et al., 2007). La

présence du site SRE en 5’ non traduit est nécessaire a cette régulation négative par SREBP2.

111.1.3 Régulation post-transcriptionnelle

Une protéine chaperonne joue un rdle indispensable dans la régulation post-
traductionnelle de LRP1, c’est la protéine RAP (Receptor Associated Protein). La fixation
d’un ligand a LRPI1 au cours de sa synthése ou de son transport a la membrane induirait la
dégradation du récepteur. Pour empécher cela, RAP se fixe au récepteur et inhibe la fixation
d’autres ligands, permettant sa maturation et son adressage membranaire de LRP1 (Herz et
al., 1991; Williams et al., 1992). Chez les souris déficientes en RAP, I’expression d’un LRP1
mature et fonctionnel est grandement altérée (Willnow et al., 1995). Dans un grand nombre
d’études portant sur I’identification de fonctions de LRP1, la protéine RAP est utilisée comme
antagoniste du récepteur afin de valider I’'implication de LRP1 dans le phénomene observé.

Le récepteur LRP1 porte des glycosylations, qui sont sur des sites différents selon les
tissus (May et al., 2003). La glycosylation jouant habituellement un rdle stabilisateur de la

protéine, les auteurs supposent que ces modifications permettent d’adapter le taux de
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dégradation du récepteur en fonction du tissu concerné et donc du rdle physiologique du
récepteur.

Comme les autres récepteurs de la famille des récepteurs aux LDL, LRP1 est retrouvé
localis¢ au niveau des cavéoles, zones favorables a I’initiation de voies de signalisation

cellulaire (Boucher et al., 2002; Kanai et al., 2014; Wu and Gonias, 2005; Zhang et al., 2004).

I11.2 Roles physiologiques de LRP1

L’invalidation totale de LRP1 chez la souris étant 1étale au stade embryonnaire, les
études visant a caractériser sa fonction ont été réalisées sur des modéles d’invalidation tissu-
spécifique (Herz et al., 1992, 1993). C’est un récepteur multifonctionnel qui posséde 2
grandes propriétés : I’endocytose de ses ligands et la modulation de voies de signalisations

cellulaires (Lillis et al., 2008; Strickland et al., 1990).

II1.2.1 LRPI, récepteur a endocytose

L’implication de LRP1 dans la captation hépatique des lipoprotéines était bricvement
évoquée dans le chapitre I1.4. En effet, le LRP1 hépatique reconnait et lie les apolipoprotéines
ApoE portées par les chylomicrons, les remnants, les VLDL et les IDL qui sont alors
internalisées et ¢liminées de la circulation (Beisiegel et al., 1989; Kowal et al., 1989;
Rohlmann et al., 1998; Willnow et al., 1995). Au niveau des CMLv (Llorente-Cortés et al.,
2000) et des macrophages (Llorente-Cortés et al., 2007), LRP1 assure par ailleurs 1’absorption
des LDLag.

L’utilisation de souris invalidées pour le récepteur spécifiquement dans le foie a
montré qu’il était également responsable de 1’¢limination du facteur VIII et de son cofacteur
le facteur von Willebrand de la circulation (Bovenschen et al., 2003). Le LRP1 hépatique joue
¢galement un role important dans 1’¢limination de nombreuses protéases et de leurs
inhibiteurs (Yamamoto et al., 2015). C’est par exemple le cas pour les complexes MMP9-
TIMP1 (Matrix MetalloProteinase — Tissue linhibitor of Metalloproteinases) (Hahn-Dantona
et al., 2001), MMP2-thrombospondin (Yang et al., 2001) ou encore MMP-TIMP2 (Emonard
et al., 2005).

Dans le cerveau, LRP1 est exprimé par plusieurs types cellulaires : les astrocytes, les
neurones, les CMLyv, et en plus faible quantité dans les cellules endothéliales. Il a été montré
que, grace a son activité d’endocytose, le récepteur participe a la régulation de la perméabilité

de la barricre hémato-encéphalique (BHE). En effet, le tPA (tissue-type plasminogen

60






Introduction bibliographique

activator) augmente cette perméabilité apres une ischémie cérébrale et cet effet est dépendant
de LRP1 puisqu’il est inhibé lorsque le récepteur est bloqué par un antagoniste (Gosselet et
al., 2009; Polavarapu et al., 2007; Yepes et al., 2003; Zhao et al., 2016). Par ailleurs, il assure
le transport de I’amyloid-f} au travers de la BHE (Kanekiyo and Bu, 2014; Sagare et al., 2007)
et contribue ainsi a la clairance de ce peptide dont I’accumulation est observée dans la

maladie d’Alzheimer. (Candela et al., 2015).

111.2.2 LRP1, modulateur de voies de signalisation cellulaire.

Les domaines extra et intracellulaire de LRPI sont tous deux impliqués dans
I’initiation et le contrdle de voies de signalisation cellulaire. Son domaine extracellulaire fixe
en effet des ligands tels que des facteurs de croissance qui stimulent ou inhibent la croissance
cellulaire, tandis que les motifs NPxY du domaine cytoplasmique fixent des protéines
adaptatrices impliquées dans 1’activation de voies des MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases) régulant la migration, la prolifération et I’adhésion cellulaire (Boucher and
Gotthardt, 2004; Gotthardt et al., 2000).

LRP1 a par exemple été identifié comme étant le récepteur V au TGFB (TGFR-V). 1l
colocalise avec les TGFR-I, R-II et R-III, qui présentent des affinités pour le TFGB1, et son
expression est requise pour I’inhibition de la croissance cellulaire par le TGFB1 (Huang et al.,
2003; Tseng et al., 2004). 11 est également identique au récepteur initialement identifi¢é comme
récepteur au IGFBP3 (Insulin-like growth factor-binding protein 3) qui agit aussi pour inhiber
la prolifération cellulaire (Leal et al., 1997).

Le PDGF-BB se lie au LRP1 et induit la phosphorylation de son motif NPxY C-ter par
une tyrosine kinase Src. L’activation du récepteur au PDGF (PDGFRp) est nécessaire a cette
phosphorylation qui entraine 1’interaction de LRP1 avec le domaine PTB (phospho-tyrosine
binding) de la protéine adaptatrice She, importante pour I’activation des voies Rass/MAPK et
c-Myc notamment (Loukinova et al., 2002). Cette phosphorylation a lieu au niveau des
cavéoles membranaires et implique également la PI3K (phosphoinositide 3-kinase) (Boucher
et al., 2002).

LRPI1 forme également un complexe avec le récepteur a I’IGF-1 et il est nécessaire a
la phosphorylation de ShcA en réponse a I’IGF-1. Ceci aboutit a ’activation de la voie

Ras/MAPK sous-jacente et a la prolifération cellulaire (Woldt et al., 2011).
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La répartition tissulaire de LRP1 et ses propriétés d’endocytose et de signalisation
P’impliquent dans de nombreux processus physiologiques, allant du métabolisme des

lipoprotéines a la régulation de la migration et de la prolifération cellulaire ou

I’homéostasie des protéines matricielles.

J

II1.3 LRP1 dans I’athérosclérose

L’athérosclérose est une pathologie complexe qui implique des phénomenes
inflammatoires et de remodelage vasculaire, des perturbations de 1’hémostase et de la
régulation du métabolisme lipidique. Par son réle multifonctionnel, LRP1 est impliqué dans
ces phénomenes et les études de son invalidation dans les différents types cellulaires présents

dans les 1ésions ont révélé que son expression a un effet protecteur contre la maladie.

111.3.1 Le LRPI hépatique : un réle athéroprotecteur indirect

Les propriétés d’endocytose du LRP1 conferent au récepteur hépatique un rdle dans la
protection contre 1’athérosclérose, comme I’a notamment montré une étude sur des souris
ayant un fond génétique LDLR-/- et ApoE-/- et invalidées pour LRP1 spécifiquement au
niveau du foie (Espirito Santo et al., 2004). Par rapport aux souris LDLR-/- ApoE-/-, ces
souris présentent une augmentation de I’athérosclérose malgré une diminution des taux de
cholestérol et de triglycérides plasmatiques. On observe en revanche une augmentation des
taux sanguins des facteurs de coagulation facteur VIII et facteur von Willebrand, impliqués
dans la formation de thrombus au niveau des 1ésions, qui accroissent leur taille. Ceci indique
que le LRP1 hépatique participe au maintien de faibles taux plasmatiques de ces facteurs de
coagulation et que cette fonction protege de 1’athérosclérose, indépendamment du taux de
lipoprotéines.

Plus récemment, le role du LRP1 hépatique dans le métabolisme des HDL a été étudié
et il semble qu’il soit impliqué dans la synthése de ces particules antiathérogeénes. En effet,
dans des souris invalidées pour LRP1 dans le foie, on observe une diminution de la synthese
des HDL associée a une diminution de la localisation membranaire de ABCA1 (Basford et al.,
2011). Plus en détail, les hépatocytes déficients en LRP1 ne fixent plus la cathepsine D,
protéase qui assure normalement la maturation de la proasposine, €tape nécessaire a la
translocation membranaire de ABCA1 (Haidar et al., 2006), et donc a I’efflux de cholestérol
vers les HDL.
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B. Coloration H&E montrant une hyperplasie de la paroi des aortes des sm2& RP1- dgées de 12
semaines (Boucher et al., 2003).
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111.3.2 LRPI dans les macrophages

Plusieurs études ont ¢été réalisées sur des macrophages en culture et elles désignent
LRP1 comme responsable de I’internalisation de LDL agrégées et donc impliqué dans la
formation des cellules spumeuses (Lillis et al., 2015; Llorente-Cortés et al., 2007; Watanabe
et al., 1994). D’ailleurs, sous I’effet d’un traitement avec des LDL modifiées, ainsi qu’au
cours de la transition monocyte/macrophage stimulée par le M-CSF, 1’expression de LRP1 est
induite dans ces cellules (Watanabe et al., 1994).

Paradoxalement, 1’expression de LRP1 dans les macrophages se révele protectrice
contre 1’athérosclérose. En effet, 1’invalidation de LRP1 dans les macrophages de souris
ApoE-/- et LDLR-/- ne modifie pas les taux de cholestérol, triglycérides et lipoprotéines
circulants mais conduit & une augmentation de 1’athérosclérose due a un enrichissement des
Iésions en collagene (Hu et al., 2006). Les auteurs concluent que le LRP1 macrophagique
protege de 1’athérosclérose notamment par un contrdle de I’expression de protéines
matricielles. Dans des souris invalidées pour le LRP1 macrophagique et ayant un fond LDLR-
/- uniquement, Overton et ses collaborateurs concluent a un rdle athéroprotecteur de LRP1 par
modulation de I’inflammation (Overton et al., 2007). Ils montrent que la suppression de LRP1
dans les macrophages entraine une augmentation de TNFa et de MCP-1. Le taux de MMP-9
est également augmenté, ce qui n’est pas le cas dans la premiére étude, et entraine la rupture

des lames ¢élastiques.

I11.3.3 LRPI dans les CMLv

111.3.3.1 LRPI contréle la prolifération et la migration des CMLv

Un des phénomeénes caractéristiques de 1’athérosclérose est la prolifération et la
migration des cellules musculaires lisses de la média dans I’espace sous-endothélial et
récemment, la contribution de ce type cellulaire dans la formation des cellules spumeuses a
été réévaluée a la hausse (Allahverdian et al., 2014; Doran et al., 2008).

In vitro, il avait ét¢ montré que [’activation de la voie PDGF-BB stimule la
prolifération des CML et que cet effet était inhibé par la fixation de ApoE sur LRP1 (Ishigami
et al., 1998; Swertfeger et al., 2002). Ces études ont servi de support a I’hypothése d’un role
protecteur du LRP1 des CMLv dans 1’athérosclérose, par son controle de la voie PDGF et
probablement d’autres facteurs pro-prolifératifs. De la ont été¢ générées les souris LDLR-/-

invalidées pour LRP1 spécifiquement dans les CML (sm22LRP1-) (Boucher et al., 2003).
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blanches). (Boucher et al., 2003) Dosage de la quantité de cholestérol total dans les aortes des souris
sm22LRP1+ et sm22LRP1-. (Zhou et al., 2009b).
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Chez ces animaux, ’absence de LRP1 ne modifie pas les taux de cholestérol et de
triglycérides circulants par rapport aux souris LDLR-/-. Aprés un régime Paigen, les souris
sm22LRP1- présentent une hypertrophie des aortes, un épaississement de la paroi artérielle,
une altération des lames élastiques de la média, des anévrismes et une augmentation du
nombre de lésions athéromateuses (figure 20).

On observe une augmentation des taux de MMP-2 et MMP-9 au sein des aortes. Ces
métalloprotéases étant des ligands de LRP1, en son absence, les CMLv ne peuvent plus les
internaliser. Cette accumulation de MMP a été associée a la présence d’anévrismes de 1’aorte
abdominale chez I’Homme (Crowther et al., 2000; Saito et al., 2002).

L’hyperplasie de la paroi aortique est provoquée par une prolifération accrue des
CMLyv, qui a ét¢é attribuée a une forte suractivation de la voie PDGF dans les CMLv. Dans ces
cellules, I’expression et la phosphorylation de récepteur au PDGF (PDGFRp) est fortement
augmentée, ainsi que la phosphorylation de I’effecteur sous-jacent Erkl/2. L’ajout d’un
inhibiteur de tyrosine-kinase (Gleevec) au régime Paigen prévient I’apparition des 1ésions et
confirme que I’activation de la voie pro-proliférative du PDGFRJ est en partie responsable du
phénotype observé (Boucher et al., 2003). D’ailleurs, les souris sm22LRP1- exprimant le
LDLR et sous régime normal ne présentent pas de lésions mais une hyperplasie des aortes et
la suractivation de la voie du PDGFRp (Zhou et al., 2009a). Cela signifie que LRP1 contrdle
la prolifération des CMLyv et la structure des vaisseaux en contrélant I’activation du PDGFR},
et ceci indépendamment du profil plasmatique. La phosphorylation du PDGFRp est assurée
notamment par la PI3K (DeMali et al., 1997) et dans cette étude, les auteurs ont montré que
LRP1 limite la fixation de la PI3K sur le PDGFRP et donc D’activation de la voie
PDGFRp/PI3K.

Le phénotype des souris sm22LRP1- présente des similarités avec ce qui est observé
dans le syndrome de Marfan, maladie génétique caractérisée par une activation anormale de la
signalisation TGFp entrainant une fragmentation des lames élastiques, une élongation de
I’aorte et des anévrismes (Boileau et al., 2005). En effet, il a ét¢ montré qu’une suractivation
de la voie TGFP avec accumulation de Smad2/3 phosphorylée en absence de LRP1 était a
I’origine de la rupture des lames élastiques et de la distension de 1’aorte (Boucher et al.,
2007). Ce phénotype peut étre reversé par 1’administration de roziglitazone, un agoniste du
récepteur nucléaire PPARY connu pour inhiber 1’activation de TGFp, confirmant le réle de la
signalisation TGFfB dans ce « Marfan-like syndrome » (Boucher et al., 2007). Par ailleurs,

cette étude démontre que la perte de contrdle de la voie TGFf en absence de LRP1 résulte en
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MEF sauvages et déficientes en LRP1 ainsi que des préadipocytes 3T3 ont été traitées 10 jours avec un
cocktail de différenciation adipogénique puis colorées a I'huile rouge qui marque les lipides nButres.
Dosage du cholestérol et des esters de cholestérol dans les MEF LRP1+/+ et LRP1-/- avant (ND : non
différenciées) et aprés 10 jours de différenciation adipogénique (D : différenciées). (Terrand et al., 2009).
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Figure 23 : L’augmentation de cholestérol dans les MEF LRP1-/- est due a une augmentation de
I'import. A. L'expression de 'HMGCoA-Reductase est diminuée dans les MEF déficientes en LRP1.
Mesure de la quantité d’ARNm de 'HMGCoA-Reductase dans les MEF LRP1+/+ et LRP1-/- avant (ND :
non différenciées) et aprées 10 jours de différenciation adipogénique (D : différen@éé&sgxpression

du récepteur aux LDL est augmentée dans les MEF déficientes en LRP1. Mesure de la quantité de
protéine LDLR dans les MEF LRP1+/+ et LRP1-/- apres 10 jours de différenciation adipogénique.
(Terrand et al., 2009).

. 4, Wntb5a [ ] LRP1+/+

Q 3 Bl L RP1-/-

<

Q 24

£

1-

x 0 H * Kk Kk * *
Wni5a e
actine — e

0 35710 0 3 5 710 Temps (jours)

Figure 24 : L'expression de Wntba est indétectable dans les MEF déficientes en LRPA#esure
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une activation de la voie PDGFRJ, qui est une cible de Smad2/3, et révele I’interaction entre

les deux voies.

111.3.3.2 LRP1 limite [’accumulation de cholestérol dans les CMLv

Les colorations des aortes au Sudan IV ont montré une accumulation de lipides au sein
des lésions athéromateuses des souris sm22LRP1- (figure 21.A) et I’analyse histologique des
I1ésions a révélé qu’elles étaient enrichies en cellules spumeuses (figure 21.B) (Boucher et al.,
2003). Des structures qui s’apparentent a des cristaux de cholestérol sont ¢galement observées
sur les colorations histologiques. De plus, le dosage des quantités de cholestérol et d’esters de
cholestérol a révélé qu’elles étaient augmentées dans les zones saines des aortes des souris
sm22LRP1- (figure 21.C) et dans les CMLv en culture primaire (Zhou et al., 2009b). Cet effet
est a priori contradictoire avec 1’absence de deux principaux récepteurs responsables de
I’internalisation des lipoprotéines LRP1 et LDLR. L hypothése de I’implication de LRP1 dans
une ou plusieurs voies de signalisation régulant le métabolisme du cholestérol a alors été
posée.

La diminution de I’expression de ABCAl observée dans les aortes des souris
sm22LRP1- étaye cette hypothése (Zhou et al., 2009b). Le mécanisme de cette diminution a
été expliqué en utilisant des cultures primaires des CMLv issues de ces souris (Zhou et al.,
2009b) : il a été observé dans ces cellules une suractivation de la cPLA2 (phospholipase
cytosolique A2), ce qui entraine la libération d’acide arachidonique. Or cet acide gras exerce
un effet inhibiteur sur les LXR (Ou et al., 2001; Yoshikawa et al., 2002), principaux
activateurs de 1‘expression de ABCALI.

Une étude du laboratoire a mis en évidence I’implication d’une protéine sécrétée
Wnt5a (Wingless-type MMTV integration site) dans 1’effet protecteur de LRPI1 contre
I’accumulation de cholestérol (Terrand et al., 2009). Dans cette ¢tude, les auteurs ont traité
des MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) déficientes en LRP1 (MEF LRP1-/-) et des MEF
sauvages (LRP1+/+) avec a un cocktail de différenciation adipogénique. Ce cocktail est
classiquement utilis¢ pour induire la différenciation de préadipocytes 3T3 en adipocytes. La
coloration a I’huile rouge des cellules a montré que les MEF LRP1-/- accumulaient plus de
lipides neutres que les LRP1+/+, a un niveau similaire aux 3T3 (figure 22.A). Le dosage de
ces lipides a montré que, contrairement aux 3T3, le cocktail adipogénique n’avait pas d’effet
sur le métabolisme des triglycérides, leur quantité est identique dans les deux lignées et
I’expression des geénes impliqués dans leur métabolisme n’est pas modifiée. Les lipides

accumulés les MEF LRP1-/- sont du cholestérol et des esters de cholestérol (figure 22.B et C).
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Dans ces cellules LRP1-/-, I’expression de ’HMGCoA-Reductase est diminuée par rapport
aux LRPI1+/+ indiquant que le rétrocontrole exercé par le cholestérol sur sa synthése est
fonctionnel. En revanche, 1’expression du LDLR est augmentée suggérant que le cholestérol
s’accumule suite a une augmentation de son import et que la régulation de 1’expression de ce
récepteur est perturbée (figure 23).

Il a été observé que le milieu de culture des MEF LRP1+/+ parvenait a limiter
I’accumulation de lipides lorsqu’il était mis en contact avec les MEF LRP1-/-, suggérant
qu’un facteur sécrété dans le milieu participait a ce phénotype. Les ligands Wnt sont une
famille de protéines sécrétées impliquées dans de nombreux phénomeénes, notamment
I’adipogénese (Bennett et al., 2002; Christodoulides et al., 2009; Ross et al., 2000), c’est
pourquoi un screening des ligands Wnt a été réalisé dans les MEF. Ceci a permis de montrer
que I’expression de Wnt5a, en ARNm comme en protéine, est abolie lorsque LRP1 est absent
(figure 24). La confirmation de I’implication de Wnt5a dans ’effet protecteur de LRP1 a été
réalisée par deux approches :

- la retransfection stable d’un plasmide codant pour Wnt5a dans les MEF LRPI1-/-
(lignée de MEF LRP1-/- ; Wnt5a)

- I'utilisation d’une protéine murine Wnt5a recombinante sécrétée dans le milieu de
culture de cellules d’insectes SF21 préalablement infectées par un baculovirus contenant le
gene codant WntSa. Ce milieu de culture est utilisé pour traiter des MEF LRP1+/+ et LRP1-/-.

Aprés différenciation adipocytaire, les MEF LRPI1-/- retransfectées avec WntSa
accumulent beaucoup moins de cholestérol et d’esters de cholestérol que les MEF
retransfectées avec un plasmide contréle (MEF LRP1-/- ; mock) (figure 25.A-C). On observe
¢galement une diminution de la quantit¢ d’esters de cholestérol apres différenciation
adipocytaire dans les MEF LRP1-/- en présence de la protéine recombinante (figure 25.D et
E).

: )

Le role athéroprotecteur de LRP1 est clairement établi dans les macrophages et dans les

cellules musculaires lisses. Dans ce dernier type cellulaire, LRP1 controle les voies de
signalisation TGFp et PDGF ce qui limite la prolifération des CMLyv de la média. L’effet

protecteur passe également par P’activation d’une voie de signalisation impliquant

/

WntSa qui prévient I’accumulation de cholestérol intracellulaire.
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Puisque les souris invalidées pour LRP1 dans les CML présentaient des lésions enrichies en
cholestérol, I’hypotheése de [’implication de LRPI dans la régulation du métabolisme du
cholestérol a été posée. Le laboratoire a confirmé cette hypotheése dans un modele in vitro, et

identifie un intermédiaire impliqué dans cette régulation : la protéine sécretée Wntda.
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IV. La protéine Wnt5a

IV.1 Généralités sur les Wnt

Les membres de la famille des ligands Wnt sont des protéines de signalisation
extracellulaire qui agissent de manicre autocrine et paracrine. Elles interagissent avec des
récepteurs membranaires tels que les Fzd (Frizzled) et LRP5/6 pour activer des voies de
signalisation qui aboutissent a la transcription de génes cibles (MacDonald and He, 2012).
Ces protéines sont impliquées dans de nombreux processus physiologiques durant
I’embryogénése et tout au long de la vie : la polarisation des cellules et ’homéostasie des
tissus au cours du développement, la prolifération et la différenciation cellulaire, le
renouvelement des cellules souches, 1’apoptose... Des dérégulations de la signalisation Wnt
ont été associées a des processus pathologiques comme les cancers (Anastas and Moon, 2013;
Polakis, 2012).

Les Wnt sont trés conservées entre les différentes espeéces et chez ’Homme et la
souris, 19 geénes Wnt ont été identifiés. Toutes les protéines Wnt sont sécrétées, et leur
sécrétion ne peut avoir lieu qu’aprés des modifications post-traductionnelles de type
glycosylations et palmitoylations (Komekado et al., 2007; Mikels and Nusse, 2006a; Smolich
et al., 1993; Takada et al., 2006; Willert et al., 2003).

La signalisation Wnt est controlée par des protéines également sécrétées qui jouent un
role d’antagoniste et/ou d’inhibiteur de Wnt (Cruciat and Niehrs, 2013). Les sFRPs (secreted
Frizzled related proteins) se fixent a Wnt et aux récepteurs Fzd, inhibant les signalisations
Wnt en interdisant I’interaction ligand/récepteur (Rattner et al., 1997). WIF (Wnt Inhibitory
Factor) se lie uniquement aux Wnt (Hsieh et al., 1999; Malinauskas et al., 2011) tandis que
Dkk (Dickkopf) se fixe au récepteur LRP6 et empéche son interaction avec le complexe
Fzd/Wnt (Bafico et al., 2001).

La signalisation Wnt est classiquement divisée en 2 catégories : une voie canonique ou
voie Wnt/Bcaténine, et des voies non canoniques (Komiya and Habas, 2008; Miller et al.,
1999). Si I’on pensait au départ que chaque Wnt était spécifique d’une voie, les avancées dans
I’étude de cette signalisation tendent a montrer que le choix de la voie canonique ou non
canonique dépend plus du contexte cellulaire et des récepteurs présents que de la protéine
Wnt elle-méme. Ainsi, méme si Wnt5a est plutét associée aux voies non canoniques, il
semble qu’il n’y ait pas de Wnt « intrins€quement » canonique ou non canonique (Willert and

Nusse, 2012).
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1V.1.1 La voie canonique

La voie canonique Wnt permet la modulation du taux intracellulaire de B-caténine, la
protéine assurant la transduction du signal (MacDonald et al., 2009) (figure 26). En absence
de ligand Wnt, la B-caténine cytoplasmique est prise en charge par un complexe protéique
composé¢ de I’Axin, de APC (adenomatous Polyposis coli), de la GSK3pB (serine/threonine
kinase Glycogen Synthase Kinase 3f) et de CK1 (Casein Kinase 1). Ce complexe est nommé
complexe de destruction (Stamos and Weis, 2013). La CK1 phosphoryle la B-caténine en N-
ter, puis la GSK3p ajoute des phosphorylations supplémentaires. La B-caténine phosphorylée
est alors reconnue par I’ubiquitine ligase B-TrCP (S-transducin repeat containing protein) et
rapidement dégradée par le protéasome (Amit et al., 2002; Hart et al., 1999; Komiya and
Habas, 2008; MacDonald et al., 2009). Les genes cibles de la B-caténine restent réprimés par
I’interaction des facteurs de transcription de la famille TCF/LEF (T-cell-specific transcription
factor/lymphoid-enhancer-binding factor) avec le corépresseur Groucho (Brantjes et al.,
2001).

L’interaction d’un ligand Wnt avec le récepteur Fzd entraine une dimérisation avec
LRP5/6. L’interaction de la protéine cytoplasmique Dvl (Dishevelled, nommée Dsh chez la
drosophile) avec Fzd provoque le recrutement des protéines Axin, GSK3p et CK1, ces deux
kinases assurant la phosphorylation de LRP5/6 (Zeng et al., 2008). Le complexe de
destruction est alors dissoci¢ et la dégradation de la P-caténine est stoppée. Celle-ci
s’accumule dans le cytoplasme puis transloque dans le noyau ou elle déplace le facteur

Groucho et Iéve ainsi la répression de ses génes cibles (Daniels and Weis, 2005).

1V.1.2 Les voies non canoniques

Il existe plusieurs voies Wnt indépendantes de la B-caténine ou voies non canoniques,
certaines n’étant pas encore bien caractérisées (Veeman et al., 2003). Si la liaison de Wnt a
Fzd et le recrutement de Dvl sont communs aux deux types de voies (Grumolato et al., 2010;
Habas and Dawid, 2005), les effecteurs finaux des voies non canoniques ne sont pas la -
caténine et les facteurs TCF/LEF.

La voie PCP (planar cell polarity) ou voie Wnt/JNK est activée dans I’embryogénése
et permet la migration des cellules nécessaire a I’étape de gastrulation et la mise en place de
structures comme le tube de neural ou les ailes chez la drosophile. L’interaction de Wnt avec
Fzd active cette voie sans l’intervention de LRP5/6 et permet le recrutement de Dvl. Dvl

active alors la GTPase RhoA qui déclenche une cascade de phosphorylation aboutissant a la
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stabilisation de 1’actine. Dvl peut également activer la GTPase Racl qui elle active la voie des
kinases JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) et régule la stabilit¢ des microtubules (figure 27).

L’activation de la voie du calcium (Wnt/Ca2+) par la fixation de Wnt sur Fzd entraine
le recrutement de Dvl et I’activation de la PLC (phospholipase C). Cette enzyme conduit a la
formation de DAG (diacylglycérol) et d’IP3 (inositol triphosphate), qui déclenchent un
relargage de calcium du RE dans le cytoplasme. Cette augmentation du taux calcique active
les kinases PKC et CaMK Il (calcium/calmodulin-dependent protein kinase). Les facteurs de
transcription activés par cette voie sont NFkB, CREB (C-AMP Response Element-binding
protein), et NF-AT (Nuclear factor of activated t-cells) (De, 2011; Kohn and Moon, 2005)
(figure 27).

IV.2 La signalisation Wnt dans le métabolisme des lipides

Plusieurs revues font état des roles des différents ligands Wnt dans le métabolisme des
lipides et la différenciation adipogénique (Bennett et al., 2002; Christodoulides et al., 2009).
Les adipocytes dérivent des cellules souches mésenchymateuses (CSM) qui peuvent donner 3
types cellulaires distincts : les adipocytes, les myoblastes et les ostéoclastes. Globalement, la
signalisation Wnt canonique inhibe l’adipogénése tandis que les voies non canoniques
I’activent.

Il a ét¢ montré par exemple que les signalisations canoniques Wntl et Wnt10b
inhibaient la différenciation des CSM en préadipocytes et des préadipocytes en adipocytes
(Bennett et al., 2002; Cawthorn et al., 2012; Ross et al., 2000). Cette inhibition passe par la
répression de I’expression des facteurs de transcription adipogéniques C/EBPa
(CCAAT/enhancer binding protein o) et PPARY. In vivo cet effet se traduit par une diminution
de la masse grasse et une résistance a 1’obésité des animaux surexprimant Wnt10b (Longo et
al., 2004; Wright et al., 2007). En parallele de cet effet inhibiteur, la signalisation canonique
Whnt stimule la différenciation des CSM en myoblastes et en ostéoblastes (Christodoulides et
al., 2009; Takada et al., 2009).

La voie Wnt3a inhibe I’adipogénese dépendamment de la B-caténine (Kanazawa et al.,
2005; Liu et al., 2009), tandis que la stimulation de la voie Wnt5b favorise au contraire
I’adipogénese en inhibant cette voie Wnt3a/B-caténine et en activant PPARy (Kanazawa et al.,
2005; van Tienen et al., 2009). Comme Wnt5b, Wnt4 et WntSa stimule 1’adipogénése au stade
initial de la différenciation adipocytaire, par 1’activation des voies non canoniques et

I’inhibition de la voie canonique (Nishizuka et al., 2008; van Tienen et al., 2009).
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IV.3 Wnt5a
1V.3.1 Geénéralités

Comme toutes les protéines Wnt, Wnt5a subit des modifications post-traductionnelles,
nécessaires a son activité et a sa structure. La palmitoylation de la cystéine 104 est
indispensable a D’activité de la protéine, notamment sa fixation au récepteur FzI5 et a
I’internalisation de celui-ci. L’ajout de glycans sur les asparagines 114, 120, 311 et 325 est
nécessaire a la sécrétion de la protéine (Kurayoshi et al., 2007). La structure tridimensionnelle
de Wnt5a n’a pas été identifiée a ce jour. Les seules informations sur cette structure 3D
proviennent de la cristallisation du couple ligand/récepteur Wnt8/Fz8 chez le xénope. Cette
étude a permis d’identifier sur Wnt8 deux sites de liaisons au récepteur : la sérine 187 portant
un acide palmitoléique et le domaine situé entre les cystéines 315 et 325 (Janda et al., 2012a).
La protéine Wnt8 présente une conformation comparable a une main, tenant Fz8 entre le
pouce (la sérine 187) et I'index (la séquence 315-325). On retrouve ces deux domaines
parfaitement conservés sur les séquences de Wnt5a humaine en positions 258 et 371-381, et
murine en positions 244 et 357-367. Ainsi, a partir de ce modele 3D de I’interaction entre
Wnt8 et FzI8, on peut extrapoler la structure et le mécanisme de liaison de Wnt5a a son
ligand.

Le geéne codant Wnt5a produit deux isoformes différentes issues de deux promoteurs.
L’expression de Wnt5a est régulée par un grand nombre de facteurs, les promoteurs
comportant notamment des séquences cibles des facteurs de transcription Smad (Smad
Binding Element), PPARy, NF«B et Spl (Katoh, 2009). L’invalidation totale de Wnt5a chez
la souris conduit & de multiples malformations et a la mort périnatale des animaux
(Yamaguchi et al., 1999). Ceci montre bien I’importance de cette protéine dans le
développement embryonnaire.

Wnt5a est initialement associée a I’activation des voies non canoniques (Bhatt and
Malgor, 2014). En effet, I’interaction directe entre Wnt5a et ROR2 (Receptor Tyrosine Kinase
Like Protein Orphan Receptor) et I’activation sous-jacente de JNK a été observé in vitro
(Oishi et al., 2003; Schambony and Wedlich, 2007). De plus, il a ét¢ montré que Wnt5a
déstabilise la B-caténine et inhibe la voie canonique (Topol et al., 2003). L’interaction de
Wnt5a avec FzI2 est conduit quant a elle a I’activation de la voie du calcium (Slusarski et al.,
1997a, 1997b). Ce méme récepteur permet a WntSa d’avoir deux actions distinctes :
I’activation de la kinase Rac par internalisation du couple Wnt5a/FzI2, et I’inhibition de

I’interaction de Wnt3a avec FzI2 (Sato et al., 2010). Cependant, lorsque le récepteur Fz14 est
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présent a la surface des cellules, Wnt5a s’y fixe et c’est la signalisation B-caténine qui est
activée (Mikels and Nusse, 2006b). Il est maintenant admis que Wnt5a active
préférentiellement les voies non canoniques mais peut aussi activer la B-caténine selon le

contexte cellulaire.

1V.3.2 La signalisation Wnt5a et I’athérosclérose

Les effets de la signalisation Wnt et particuliérement Wnt5a sur I’athérosclérose ont
été étudiés dans des 1ésions murines et humaines, dans des modéles animaux et in vitro dans

les 3 types cellulaires qui composent les vaisseaux.

IV.3.2.1 Les cellules endothéliales

Dans les cellules endothéliales, les effets de Wnt sont assez contradictoires, certaines
¢tudes montrent que la voie canonique Wntl favorise leur prolifération tandis que la voie non
canonique WntS5a I’inhibe (Goodwin et al., 2007; Wright et al., 1999), d’autres montrent
I’inverse (Cheng et al., 2003, 2008; Masckauchéan et al., 2006). Il semble que les différences
de profil d’expression des Wnt selon ’origine et la confluence des cellules endothéliales
expliquent ces contradictions (Matthijs Blankesteijn and Hermans). En plus de réguler la
prolifération, la signalisation Wnt est également impliquée dans la dysfonction endothéliale.
En effet, le traitement de cellules endothéliales en culture par Wnt5a recombinante active la
voie non canonique Wnt/Ca2+ qui conduit a I’activation de I’expression de cytokines pro-

inflammatoires telles que IL-1 et IL-6 par NF«xB (Kim et al., 2010).

1V.3.2.2 Les macrophages

Le role de la signalisation Wnt5a dans les macrophages a commencé a étre étudié
aprés 1’observation d’une forte concentration de Wnt5a dans les zones riches en macrophages
des 1ésions humaines et de souris ApoE-/- (Christman et al., 2008). In vitro, le traitement de
macrophages par des LDL oxydés augmente 1’expression de Wnt5a et de IL-6 alors que les
LDL natifs n’ont pas d’effet (Bhatt et al., 2012). Ceci indique que Wnt5a pourrait étre
impliquée dans la formation des cellules spumeuses.

In vivo, on a observé que I’expression de Wnt5a était corrélée au grade des Iésions,
plus elles sont sévéres, plus Wnt5a est exprimée (Bhatt et al., 2012). Elle est également
augmentée dans le sérum des patients par rapport aux sujets sains et elle est corrélée a

I’expression de TLR2 (7oll Like Receptor) et TLR4 (Malgor et al., 2013). D’autres études

72






Introduction bibliographique

associent la signalisation non canonique Wnt5a a I’activation des signalisations JNK et NFkB
et de ’expression de médiateurs de I’inflammation tels que IL-8, IL-10 ou COX2 (Kim et al.,
2012). Ces données montrent que la signalisation Wnt5a non canonique est associée a la
réponse inflammatoire des macrophages au cours de 1’athérosclérose.

Si ’effet pro-inflammatoire de Wnt5a est associé¢ au développement des 1ésions, une
étude récente a montré que Wnt5a aurait un role dans la protection contre I’accumulation de
cholestérol dans les macrophages. En effet, des macrophages traités avec des LDLox dans
lesquels Wnt5a a été ciblée par un siRNA contiennent plus de cholestérol et d’esters de
cholestérol que les macrophages exprimant Wnt5a. Inversement, le traitement de ces
macrophages avec une protéine Wnt5a recombinante entraine une diminution de ce
cholestérol. Cet effet passe par ’augmentation de 1’expression de la cavéoline 1 et ABCA1

qui favorisent I’efflux de cholestérol (Qin et al., 2014).

1V.3.2.3 Les cellules musculaires lisses

Plusieurs études montrent que la signalisation canonique Wnt favorise la prolifération
de CMLv, notamment en activant I’expression de la cycline D1 (Bedel et al., 2008; Lyon et
al., 2011; Quasnichka et al., 2006). L’activation de la voie B-caténine par Wnt4 induit la
prolifération des CMLyv in vitro, tandis que WIF-1 inhibe la prolifération induite par le PDGF-
BB. In vivo, I’épaississement de la paroi vasculaire est corrélé a I’augmentation de
I’expression de Wnt4 et de la cycline D1 (Tsaousi et al., 2011). L’inhibition de la voie Wnt
par sFRP1 réduit la prolifération des CMLyv in vitro comme in vivo (Ezan et al., 2004). Toutes
ces données indiquent que la stimulation de la signalisation canonique Wnt agit en faveur
d’une stimulation de la prolifération des CMLv, événement contribuant a 1’athérosclérose.

La signalisation Wnt5a canonique dans les CMLv exerce deux actions bénéfiques au
cours de 1’athérosclérose. En effet, Wnt5a favorise leur survie en stimulant 1’expression de
WISP-1 (Wntl-Inducible Secreted Protein-1) qui diminue I’apoptose des CMLv induite par
les ROS. Ainsi, Wnt5a, en prévenant 1’apoptose des CMLv, contribue a maintenir et renforcer
la chape fibreuse entourant le cceur lipidique. Il n’est donc pas surprenant que les plaques
stables soient plus riches en Wnt5a et en WISP-1 que les plaques instables qui sont plus
susceptibles de rompre (Mill et al., 2014). Par ailleurs, I’étude de notre laboratoire réalisée
dans les MEF permet de montrer que 1’activation de la synthése de WntSa via LRP1 prévient
I’accumulation de cholestérol, via une voie canonique (Terrand et al., 2009) (figure 24-25).

Compte tenu du fait que cette activation de Wnt5a par LRP1 est retrouvée également dans les
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CMLv (Woldt et al., 2012), et que les aortes des souris sm22LRPI1- présentent une
accumulation de cellules spumeuses (Zhou et al., 2009b), on peut supposer que Wnt5a,
activée par LRP1, prévient ’accumulation de cholestérol au sein des 1ésions et protege de
1’athérosclérose.

Le laboratoire a par ailleurs associé la protéine Wnt5a la calcification vasculaire, en
absence de PPARy. Wnt5a est connu pour stimuler la chondrogenése au cours de
I’embryogénese et de la formation du cartilage articulaire (Bradley and Drissi, 2010). Chez les
souris invalidées pour LRP1 dans les CMLv (qui n’expriment donc pas Wnt5a) il n’a jamais
été observé de calcification des 1ésions. En absence de PPARy, LRP1 pourrait stimuler une
voie Wnt5a, retrouvée exprimée au niveau des lésions calcifiées. Cette voie est concurrencée

par une signalisation PPARY/sFRP2 qui proteége contre la calcification (Woldt et al., 2012).

-

\

~

Plusieurs éléments convergeaient vers I’hypothése d’une implication de la signalisation
WntSa dans la régulation du métabolisme du cholestérol dans les CMLyv et d’un effet
protecteur contre son accumulation. Nous avons confirmé cette hypothése in vitro mais

les mécanismes moléculaires de cette régulation restent a identifier.

/
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PARTIE I. Caractériser la voie de signalisation LRP1/Wnt5a mise en jeu dans la régulation du
métabolisme du cholestérol. A. Les modeles in vitro sont des MEF sauvages (LRP1+/+), des MEF
déficientes pour LRP1 n’exprimant pas Wntba (LRP1-/-), ces MEF déficientes pour LRP1 retransfectées
par Wnt5a (LRP1-/-; Wnt5a) et leur contrble retransfectées par un plasmide vide (LRP1-/-; mock). B.
L’effet de Wntba sur le métabolisme du cholestérol in vivo a été analysé chez des souris transgéniques
surexprimant Wnt5a spécifiquement dans le tissu adipeux (souris aTgWnt5a).
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L’accumulation de cholestérol dans les cellules vasculaires (macrophages et CMLv) est un
événement initiateur de 1’athérosclérose. Le récepteur LRP1 a été identifi¢é comme un facteur
protecteur contre cette pathologie. Il contrdle les voies de signalisation PDGF et TGFf qui
régulent la prolifération et la migration des CMLv (Boucher et al., 2003, 2007; Zhou et al.,
2009a). Ces études ont également mis en évidence le rdle protecteur de LRP1 contre
I’accumulation de cholestérol. Au sein du laboratoire, nous avons montré in vitro que cette
protection nécessite I’expression de la protéine sécrétée WntSa (Terrand et al., 2009). LRP1
est nécessaire a I’expression de Wnt5a dans les MEF et dans les CMLyv, et la réexpression de
WntSa in vitro prévient I’accumulation intracellulaire de cholestérol, par des mécanismes

indéterminés.

L’objet de ce travail de thése consistait a identifier ces mécanismes moléculaires impliqués
dans I’effet protecteur de la signalisation LRP1/Wnt5a et a confirmer le role antiathérogene de

Wnt5a chez la souris :

PARTIE 1/ Caractériser la voie de signalisation LRP1/Wnt5a mise en jeu dans la

régulation du métabolisme du cholestérol.

- in vitro : déterminer comment LRP1 permet I’expression de Wnt5a et sur quels parameétres
du métabolisme du cholestérol (synthése, import et/ou export) agit la signalisation
LRP1/Wnt5a pour limiter son accumulation intracellulaire.

- in vivo : analyser les parametres du métabolisme du cholestérol retrouvés modifiés in vitro
chez des souris transgéniques surexprimant Wnt5a dans le tissu adipeux (souris aTgWnt5a).
Le tissu adipeux blanc, principalement composé d’adipocytes, est le siege du stockage des
triglycérides, dont 1’hydrolyse assure un apport d’acides gras aux tissus de 1’organisme dans
les périodes de jeline (Ahmadian et al., 2010). Notre intérét s’est porté sur ce tissu car c’est
¢galement 1a que 1’on trouve le plus grand stock de cholestérol libre de 1’organisme (Nestel et

al., 1969; Prattes et al., 2000).
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PARTIE Il. Confirmer le r6le athéroprotecteur de Wnt5a in vivo. A. Nous avons utilisé des souris
sm22LRP1- dans lesquelles nous avons tenté d’activer la voie Wnt par deux approches : I’ajout de
chlorure de lithium (LiCl), un inhibiteur de la GSK3p dans I’eau de boisson des animaux et I’injection
intrapéritonéale de protéine Wntb5a purifiée. B. Nous avons également invalidé Wnt5a spécifiqguement
dans les CMLv de souris LDLR-/- (souris sm22Whntb5a -) et observé I’apparition de lésions aprés un

régime Paigen.



Projet de these

PARTIE II/ Confirmer le réole athéroprotecteur de Wnt5a in vivo.

Notre hypothése est que 1’effet protecteur de LRP1 contre I’athérosclérose passe en partie par
une signalisation Wnt5a qui prévient I’accumulation de cholestérol. Pour confirmer cette
hypothése et déterminer si Wnt5a pouvait limiter le développement de 1’athérosclérose, nous
souhaitons activer la signalisation Wnt5a chez les souris sm22LRP1-, qui présentent de
faibles quantités de Wnt5a dans les aortes, et observer si 1’étendue des 1ésions athéromateuses
induites par le régime Paigen est diminuée. Pour cela, deux approches ont été utilisées : le
traitement des souris sm22LRP1- et sm22LRP1+ par du chlorure de lithium, un inhibiteur de

la GSK3, et I’injection intrapéritonéale de Wnt5a recombinante purifiée.

Nous avons par ailleurs utilis¢ une lignée de souris dans lesquelles I’expression de Wnt5a est
invalidée spécifiquement dans les cellules musculaires lisses et présentant un fond génétique
LDLR-/- afin d’augmenter la susceptibilité¢ des animaux a développer de I’athérosclérose. Ces
souris ont ¢été nourries avec un régime riche en cholestérol pendant 5 mois pour favoriser
I’apparition de lésions athéromateuses. Nous avons analysé le phénotype vasculaire de ces
souris afin d’observer si les animaux présentent, comme les souris sm22LRP1- (Boucher et

al., 2003), plus de 1ésions athéroscléreuses.
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I. Procédures standards

1.1 Analyse des niveaux de protéines par western blot

1.1.1 Extraction et dosage des proteines

1.1.1.1 Extraction des protéines totales

Les cellules sont récupérées par grattage sur glace puis lysées dans un tampon
d’extraction RIPA froid (Tris HCl 50 mM, NP40 1%, déoxycholate de sodium 0,25%, NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, aprotinin 1 pug/ml, leupeptin 1 pg/ml, pepstatin 1
ug/ml, Naz;VO4 1 mM, NaF 1 mM) auquel est ajouté un cocktail d’inhibiteurs de protéases
(PIC, Sigma). L’extrait est lysé mécaniquement avec une seringue puis incubé¢ 30 min sur
glace, avant d’étre centrifugé 40 min a 11700 g a 4°C. La concentration de protéines dans le
surnageant est dosée selon la méthode de Lowry contre une gamme BSA (Bovin serum

Albumin) avec le kit DC Protein Assay (Biorad).

1.1.1.2 Fractionnement cellulaire

Cette procédure permet d’isoler les différentes fractions (membranaire, nucléaire et
cytoplasmique) des cellules. Toutes les étapes et les centrifugations sont réalisées a 4°C. Dans
chaque tampon, on ajoute extemporanément un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Les
cellules sont récoltées puis lavées dans du PBS 1X froid additionné de 0,5 mM de PMSF. Les
cellules sont ensuite lysées dans du tampon de lyse (HEPES 10 mM, KCI 10 mM, EDTA 1
mM, EGTA 1 mM, sucrose 250 mM, MgCl, 1,5 mM, NaF 2 mg/ml, Bglycérophosphate 5,5
mg/ml, Na;VO4 0,4 mg/ml), incubées sur glace 20 min puis ’extrait est passé dans une
seringue 22G une trentaine de fois. Une centrifugation de 5 min a 1000 g permet de séparer
les noyaux du reste des cellules. Le surnageant qui contient la fraction cytoplasmique et la
fraction membranaire subit une ultracentrifugation de 30 min a 55000 rpm (Beckmann TL100
Ultracentrifuge), ce qui culote les membranes. Le cytoplasme est éliminé et la fraction
membranaire est resuspendue dans du tampon SDS (Tris 10 mM, NaCl 100 mM, SDS 10%,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM). Le culot de noyaux est lysé¢ dans du tampon (HEPES 20 mM,
glycérol 2,5%, NaCl 0,42 mm, MgCl, 1,5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM) et incubé a 4 °C

sous agitation 45 min, puis ultracentrifugé 30 min a 55000 rpm. Le surnageant qui contient la
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ABCAl Chevre Santa Cruz

ABCG1 Chevre Abcam
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GAPDH Lapin Santa Cruz
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C-myc Souri¢ Santa Cru

Erk1/2 Lapin Cell Signaling

PErk1/2 (p44/42 MAPK) Lapin Cell Signaling

CD68 Lapin Santa Cruz

Galectin 3 Lapin Abcam

LDL receptor Souris Santa Cruz

HMGCoA-Reductase Lapin Donné par R. de Bose-
Boyde (UTSWMC, Dallas,
Texas)
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fraction nucléaire est conservé. Les fractions membranaires et nucléaires sont dosées avec le

kit DC Protein Assay.

1.1.1.3 Extraction des protéines du tissu adipeux

Pour extraire les protéines du tissu adipeux périgonadique de souris, au minimum 1/3
d’un lobe de tissu est broyé manuellement a 1’aide d’un mortier dans du tampon RIPA, puis
I’extrait est passé au travers d’une seringue de 22G environ 20 fois. Le lysat de tissu est
ensuite centrifugé 40 min a 11700 g et a 4°C. Les protéines du surnageant sont dosées avec le

kit DC Protein Assay.

1.1.1.4 Préparation des échantillons

Qu’elles soient d’origine cellulaire ou tissulaire, les protéines sont préparées en
¢échantillons de 50 pg, dans lesquels est ajouté du tampon de dénaturation Laemli 4X (Tris-
HC1277.8 mM, pH 6.8, SDS 4.4%, glycérol 44.4%, bleu de bromophénol 0.02%). Le tout est
chauffé¢ 10 min a 90°C pour dénaturer les protéines qui vont pouvoir étre s€¢parées uniquement

en fonction de leur poids moléculaire.

1.1.2 Séparation des protéines par électrophorése et western blot

Les échantillons de 50 pg de protéines sont déposés sur gel de polyacrylamide
dénaturant et les protéines sont séparées par électrophorése dans un tampon de migration Tris-
Glycine contenant 5% de SDS 20%. Les protéines sont transférées en milieu liquide (tampon
Tris-Glycine, éthanol 100%) sur membrane de nitrocellulose ou de PVDF, selon I’anticorps
utilisé par la suite. Les sites de liaisons non spécifiques de la membrane sont saturés dans du
TBS-Tween 10%, 5% lait, puis I’incubation avec I’anticorps primaire est réalisée sur la nuit a
4°C (tableau 1). La membrane est ensuite lavée 5 fois 5 min au TBS-Tween 10%, puis
incubée avec ’anticorps secondaire couplé a la peroxydase pendant 1h. Aprés 5 lavages au
TBS-Tween, la membrane est révélée par éléctrochimioluminescence avec le kit Clarity
Western ECL Substrate (Biorad). L’intensité des signaux est quantifiée avec le logiciel
ImageJ puis rapportée au signal de la GAPDH, protéine de référence utilisée comme controle

de dépot.
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I.2. Analyses des niveaux d’ARNm

1.2.1 Extraction d’ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits des cellules ou des tissus selon la méme procédure.
Aprés lyse manuelle dans le TRI reagent, du BCP (1-Bromo-3-chloropropane, Molecular
Research Center) est ajouté et les échantillons sont homogénéisés par vortex puis centrifugés
20 min a 11700 g a 4°C. Cela permet la séparation de la phase aqueuse, qui contient les ARN,
et de la phase organique contenant les protéines. L’ADN est présent dans 1’interface, la phase
aqueuse doit donc étre prélevée et isolée en évitant toute contamination par cette interface.
L’ajout d’isopropanol dans la phase aqueuse récupérée entraine la précipitation des ARN et
apres une heure a - 20°C, une centrifugation de 20 min a 11700 g permet de former le culot
d’ARN. Ce culot est lavé a I’éthanol 75% froid, puis séché dans un concentrateur
(Concentrator Plus, Eppendorf) et dissous dans de 1’eau DEPC (DiEthylPyroCarbonate). Les
mesures des concentrations sont effectuées avec un Nanodrop qui donne les rapports de DO
260/280 et 260/230 permettant d’estimer la pureté des ARN et ’absence de contamination par
de ’ADN ou du solvant.

1.2.2 Reverse transcription

Les ARN sont rétrotranscrits en ADN complémentaires avec le kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem). Sug d’ARN sont mélangés avec le
tampon de réaction, des ANTP, du MgCI2, des amorces aléatoires et I’enzyme polymérase
Multiscribe Reverse Transcriptase puis convertis en ADNc a 37°C pendant 2h dans un

thermocycleur (MJ Research).

1.2.3 PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR)

L’amplification par qPCR des ADNCc est réalisée dans la machine StepOne Plus Real
Time PCR system avec le kit SYBR Fast qPCR (KAPA). Les ADNc dilués sont amplifiés
avec une polymérase, la sonde SYBRGREEN qui s’intégre au brin d’ADN néosynthétis¢ et
libere de la fluorescence au cours de I’amplification, et les amorces spécifiques choisies pour
chaque gene. Le design des amorces est réalisé avec ’outil primer blast de NCBI, puis les

amorces sont contrélées avec le logiciel Oligoanalyzer afin de vérifier qu’elles ne s’hybrident
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pas entre elles. Pour chaque échantillon, la GAPDH est amplifiée afin d’avoir un géne de

référence.
1.3 Transfection de plasmide

Des transfections sont réalisées pour 1’établissement de lignées stables ainsi que pour
apporter des protéines de facon transitoire. Pour ces 2 procédures, les cellules sont
ensemencées et la transfection est réalisée apres 48h lorsque les cellules ont atteint une
densité de 60%. L agent transfectant le Fugéne6 (Promega) est mélangé goutte a goutte a du
milieu DMEM (Dublecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco) sans antibiotique ni sérum et
ce mélange est incubé 5 min a température ambiante. L’ADN plasmidique (1 pg par puits de
plaque 6 puits, 8 pg par boite de 10 cm de diameétre) est ensuite ajouté goutte a goutte au
mélange puis incubé 15 min. Le milieu des cellules est changé par du milieu DMEM sans
antibiotique avec 0.5% de sérum de veau feetal (FBS, Gibco), puis le mélange
milieuw/Fugeéne6/plasmide est ajouté goutte a goutte sur les cellules. Aprés Sh d’incubation a
37°C 5% de CO,, le milieu est changé par du DMEM 10% FBS contenant 1%
d’ultraglutamine (Lonza) et des antibiotiques (pénicilline 100 U/ml/ streptomycine 100 pg/ml,
Lonza). Aprés 12h, le milieu est de nouveau changé soit par ce milieu DMEM 10% FBS
contenant 1’antibiotique de sélection a 1 mg/ml pour établir une lignée stable, soit par du
milieu contenant le traitement apporté aux cellules pour une expérience de transfection
transitoire. Les cellules exprimant le géne transfecté sont sélectionnées et amplifiées pendant
environ un mois, puis une fois que I’expression de la protéine a été vérifiée par western blot,
un stock de cellules stables est congelé. Les cellules transfectées transitoirement sont quant a
elles récoltées au terme de I’expérience et I’on en extrait les protéines ou les ARN selon les

analyses souhaitées.

I1. Expérimentations in vitro : les modéles cellulaires

Plusieurs lignées cellulaires ont été utilisées dans cette étude : des fibroblastes
embryonnaires de souris (MEF), des fibroblastes de souris de la lignée LMTK et des cellules

embryonnaires humaines de rein (HEK293).
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I1.1 Fibroblastes embryonnaires de souris

I1.1.1 Conditions de culture

Nous avons utilis¢ des MEF sauvages exprimant LRP1 (LRP1+/+), et 3 lignées
modifiées : des MEF LRP1-/-, qui n’expriment pas Wnt5a, ces mémes MEF retransfectées de
facon stable avec un plasmide codant pour Wnt5a (LRP1-/-; Wnt5a), et leur controle
retransfectées avec un plasmide vide (LRP1-/- ; mock) (Terrand et al., 2009). Ces 4 lignées
sont cultivées dans un milieu DMEM complémenté avec 10% (v/v) de sérum de veau
nouveau né (NCS, Gibco), 1% d’ultraglutamine et des antibiotiques (pénicilline
100U/ml/streptomycine 100pg/ml). Le milieu des MEF LRPI-/-; Wnt5a et mock est
supplémenté avec 50 pg/ml de zéocine (Sigma-Aldrich) afin de maintenir une pression de

sélection sur ces cellules transfectées.

11.1.2 Différenciation adipocytaire

Pour lancer un programme de différenciation adipocytaire, les MEF sont ensemencées
en plaque 6 puits a raison de 50000 cellules par puits dans leur milieu de culture DMEM-
10%NCS. Apres 48h, les cellules ont atteint 60% de confluence et le milieu est changé par du
milieu de culture supplémenté avec 10% de FBS et avec le cocktail de différenciation
compos¢ de 10 pg/ml d’insuline (Sigma-Aldrich), 500 pM d’IBMX (3-isobutyl-1-
methylxanthine, Sigma-Aldrich), 1 pm de dexaméthasone (Sigma-Aldrich) et 10 uM de
roziglitasone (APIN System). Ce milieu reste au contact des cellules pendant 2 jours puis est
remplacé tous les 2 jours pendant 7 jours par du milieu de culture additionné seulement

d’insuline et de roziglitazone.

11.1.3 Coloration a I’huile rouge

L’efficacité de la différenciation est évaluée par coloration a 1’huile rouge (Oil Red O,
Sigma-Aldrich) qui marque les lipides neutres. Les cellules sont lavées au PBS 1X (Lonza)
puis fixées dans 2 ml de formaline (Sigma-Aldrich) 10% pendant 30 minutes a température
ambiante. Apres 3 lavages au PBS 1X, la coloration est réalisée dans 1 ml d’Oil Red O (0.5%
w/v dans du 1,2-propandiol) dilué dans de 1’eau a raison de 6 volumes d’ORO pour 4 volumes
d’eau. Apres 15 minutes d’incubation, I’excédent d’ORO est ¢liminé par 3 lavages au PBS

1X.
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11.1.4 Traitement au TGFf1

Les MEF sont ensemencées a une densité de 60000 cellules par puits de plaque 6 puits
et poussent jusqu’a 90% de confluence. A ce stade, elles sont carencées pendant 18h dans du
milieu DMEM 0.5% FBS, puis le TGFB1 (5ng/ml, Sigma-Aldrich) est ajouté au milieu
pendant 15 min, 30 min, 2h, 4h et 24h. Les cellules sont rincées au PBS 1X froid puis
récupérées par grattage sur glace, soit dans du tampon d’extraction de protéine (tampon RIPA,

soit dans du TRI reagent pour 1’extraction des ARN.

11.1.5 Mesure d’efflux du cholestérol

Les MEF sont ensemencées a raison de 50000 cellules par puits. Pour la condition
« non différenciée », les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec 10%
de NCS et pour la condition « différenciée », les cellules regoivent du milieu DMEM
supplémenté avec 10% de FBS, 10 pg/ml d’insuline et 10 uM de roziglitasone. Le cholestérol
marqué (Cholesterol, [1,2-3H(N)], 15 pCuries, Parkin Elmer) est ajouté aux deux conditions.
Pour prévenir I’estérification de ce cholestérol, un inhibiteur d’ACAT (TMP153, Sigma-
Aldrich) est ajouté dans le milieu a une concentration finale de 220 nM. Aprés 24h, les
cellules sont carencées pendant 18h dans du milieu DMEM 5% de BSA et 5% de sérum
délipoprotéinisé. Apres cela, 6 pg/ml de ’accepteur ApoA-1 (Sigma-Aldrich) sont ajoutés au
milieu durant 3h. Au terme de ces 3h, le milieu et les cellules sont récoltées et le taux de

radioactivité est mesuré avec un compteur § dans les deux fractions.

I1.1.6 Mesure de la stabilité des ARNm

L’expérience est réalisée a la fin d’un programme de différenciation adipocytaire.
Apres 8 jours de différenciation, les MEF sont traitées avec 1 uM d’actinomycine D (Sigma-
Aldrich) pendant 6h et 8h puis lavées au PBS 1X et récoltées dans le TRI Reagent pour
I’extraction des ARN totaux. L’ARNm de ABCGI est quantifié¢ par RTq-PCR pour chaque

temps.

11.1.7 Mesure de activité de la luciférase

Les MEF LRP1-/-; Wnt5a et LRP1-/-; mock sont ensemencées dans leur milieu de
culture a raison de 50000 cellules par puits. Aprés 48h de croissance, elles sont transfectées de
facon transitoire avec un plasmide pGl4 codant pour le géne de la luciférase sous controle du

promoteur A ou du promoteur B du géne ABCG1 ou avec un plasmide pGl3 contrdle. La
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mesure de I’activité de la luciférase est réalisée 48h aprés transfection a 1’aide du kit Dual-
luciferase reporter assay system (Promega). Pour cela, les cellules sont lavées au PBS 1X puis
récoltées dans le tampon spécifique fourni dans le kit. L’activité est mesurée dans un

luminomeétre et donnée en unité arbitraire.

11.1.8 Mesure de la stabilité de Insigl

Les MEF sont ensemencées a raison de 70000 cellules par puits dans des plaques 6
puits. Apres 24h, un plasmide codant Insigl portant un tag c-Myc est transfecté de fagon
transitoire dans les cellules. Apres 24h, le milieu de culture est remplacé par du DMEM
supplémenté avec 5% de sérum délipoprotéinisé, 50 uM de simvastatin (Sigma-Aldrich) et 50
uM de mévalonolactone (Sigma-Aldrich). Aprés 16h, le milieu est remplacé par ce méme
milieu additionné de 100 pM de cycloheximide (CHX, Sigma-Aldrich) qui bloque Ia
transcription et 1 pg/ml de 25-hydroxycholestérol qui stabilise Insigl. Aprés 15 min, 30 min,

1h et 1h30, les cellules sont récoltées dans du tampon d’extraction de protéines.

I1.2 LMTK

I11.2.1 Conditions de culture

Nous avons utilisé¢ 2 lignées de LMTK (American Type Culture Collection) : une
sauvage (WT) et une surexprimant Wnt5a (LMTK Wnt5a+). Les 2 lignées sont cultivées dans
du milieu DMEM supplémenté avec 10% de FBS, 1% d’ultraglutamine et des antibiotiques
(pénicilline 100 U/ml/streptomycine 100 pg/ml). Les LMTK Wnt5a+ sont maintenues sous

une pression de sélection avec 0,6 mg/ml de Geneticin G418 (Euromedex).

11.2.2 Préparation du milieu conditionné

Ces cellules sont utilisées pour collecter du milieu enrichi en Wnt5a, le milieu contrdle
étant le milieu des LMTK WT. Pour obtenir ce milieu, les cellules sont ensemencées dans des
flasques T175 puis lorsqu’elles atteignent 80% de confluence, leur milieu est remplacé par du
milieu frais. Ce nouveau milieu est maintenu 3 jours sur les cellules puis collecté. Il est
centrifugé 5 minutes a 3000 g afin d’éliminer les débris cellulaires puis il peut étre stocké 24 a
48h a 4°C avant son utilisation, soit en traitement sur des cellules, soit pour la purification de

WntSa.
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Figure 28 : Purification par chromatographie de la protéine Wnt5a recombinante. Chromatogrammes pour
chaque chromatographi&. Chromatographie d'affinitéB. Filtration sur gel.C. Chromatographie échangeuse
d’'ions. Les fractions ont été analysées par western blot aveanticorps dirigé contre Wnt5a, permettant de

détecter les fractions positives les plus concentrées.
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11.2.3 Purification de Wnt5a

J’ai réalisé en collaboration avec le Dr C. Boudier la purification de la protéine Wnt5a
sécrétée par les cellules LMTK+ selon la procédure décrite par Kurayoshi (Kurayoshi et al.,
2007). Elle consiste a isoler Wnt5a par 3 étapes successives : une chromatographie d’affinité,
une filtration sur gel puis une chromatographie échangeuse d’ions (figure 28). Entre chaque
étape, la protéine est localisée dans les fractions d’¢lution par western blot avec un anticorps
anti-Wnt5a et les fractions positives sont utilisées pour 1’étape suivante. Pour cette
purification, 2 litres de milieu LMTK+ sont nécessaires.

- Chromatographie d’affinité : Les tampons utilisés pour ce protocole sont les suivants :
tampon A : 20 mM Tris HCI, 50 mM KCI, CHAPS 1%, pH 7.4 ; tampon B : 20 mM Tris HCI,
1.5 M KCl, CHAPS 1%, pH 7.5. La colonne de chromatographie d’affinité est une colonne de
bleu cibacron, qui reconnait les protéines hydrophobes et qui doit étre équilibrée avec du
tampon A. Le milieu LMTK+ collecté est chargé sur la colonne qui est ensuite lavée avec du
tampon A. L’¢lution est réalisée avec le tampon B et le produit d’élution est collecté dans des
tubes de 6 ml.

- Concentration de la protéine: Les fractions positives pour Wnt5a issues de la
chromatographie d’affinité sont regroupées mais elles représentent un volume trop important
pour étre chargé sur la colonne de gel filtration. La protéine doit donc étre concentrée, par
centrifugation dans un filtre Centricon Plus 70 (Millipore) jusqu’a obtenir un volume
d’environ 10ml.

- Filtration sur gel : La protéine concentrée a été injectée dans la colonne de gel filtration
(HiLoad Superdex 200), qui permet de séparer les protéines en fonction de leur poids
moléculaire, préalablement équilibrée avec du PBS 1X-1% CHAPS a pH 7,5. L’¢lution est
également réalisée avec ce PBS 1X-1% CHAPS et les protéines sont récupérées dans des
fractions de 6 ml.

- Les fractions positives sont ensuite chargées sur une colonne échangeuse d’ions (HiTrap
Heparin, GE Healthcare) équilibrée avec du PBS 1X-1% CHAPS a pH 7,5. La colonne est
lavée avec cette méme solution puis I’application d’un gradient linéaire de chlorure de sodium
(solution de PBS 1X, 1% CHAPS, 1M NaCl, pH 7,5) permet le décrochage de la protéine
Whnt5a. Les fractions positives les plus riches en Wnt5a sont regroupées puis dialysées contre
15 litres de sérum physiologique stérile et conservées a -20°C. Pour avoir une solution servant
de contrdle négatif lors des expériences utilisant la protéine purifiée, les 5 dernicres fractions

issues de cette chromatographie, dans lesquelles aucune protéine n’a été détectée au
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chromatogramme, ont été¢ regroupées et dialysées contre 15 litres de sérum physiologique
stérile.
La DO a 280nm de la solution contenant les fractions positives a été¢ mesurée puis la quantité

de protéine a été estimée a 53ug a partir du coefficient d’absorption molaire de Wnt5a.

I1.3 Human Embryonic Kidney cells

11.3.1 Conditions de culture

Les cellules embryonnaires de rein HEK293 sont entretenues dans du milieu DMEM
supplémentées de 10% de SVF, 1% d’ultraglutamine et des antibiotiques (pénicilline
100U/ml/streptomycine 100pg/ml).

Ces cellules ont été utilisées pour établir une lignée stable de HEK293 exprimant le
plasmide pTK-SREBP2-HSV, nommée HEK-SREBP2, selon la procédure décrite en 1.3 ce

chapitre.
11.3.2 Analyse de effet de Wnt5a sur la translocation de SREBP2

11.3.2.1 Traitement des HEK-SREBP? par le milieu conditionné LMTK

Les cellules stables HEK-SREBP2 sont ensemencées dans leur milieu de culture a
raison de 1 million par boite de Pétri. Aprés 48h de croissance, les cellules sont rincées au
PBS 1X a 37°C puis le milieu est remplacé par du milieu conditionné issu de LMTK Wnt5a+
ou LMTK WT pendant 2h, 6h, 12h et 24h. Les cellules sont ensuite récoltées, les fractions
nucléaire, membranaire, et cytoplasmique sont isolées par ultracentrifugation dans des
tampons spécifiques. Les fractions membranaire et nucléaire ainsi que du lysat non fractionné

sont analysés par western blot avec un anticorps dirigé contre le tag HSV.

11.3.2.2 Transfection transitoire de Wnt5a

Les cellules stables HEK-SREBP2 ont été ensemencées a raison de 1 million par boite
de pétri dans leur milieu de culture DMEM + 10% FBS. Apres 48h de croissance, le plasmide
pcDNA3.1-zéo codant Wnt5a ou le plasmide vide est transfecté. Les cellules sont récoltées
aprés 48h selon le protocole de fractionnement cellulaire décrit précédemment. Les

¢chantillons sont analysés par western blot avec un anticorps dirigé contre le tag HSV.
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11.3.2.3 Transfection transitoire de WntSa et traitement aux stérols

Les cellules sont ensemencées et transfectées comme décrit ci-dessus. Aprés 12h de
transfection, le milieu est remplacé par du DMEM supplémenté de 5% de sérum
délipoprotéinisé, de 50 uM de compactine (Sigma-Aldrich) et 50 uM de mévalonate (Sigma-
Aldrich), en absence ou en présence des concentrations de 25-hydroxycholestérol (25-HC) et
de cholestérol indiquées. 3h avant de récolter les cellules, 25 pg/ml d’ALLN (N-acetyl-
leucinal-leucinal-norleucinal, Sigma-Aldrich) sont ajoutés au milieu. Les échantillons de
fractions membranaire et nucléaire ainsi que du lysat non fractionné sont analysés par western

blot avec un anticorps dirigé contre le tag HSV.

I1I. Clonages et plasmides

II1.1 pTK-SREBP2-HSV

Le plasmide codant le géne humain de SREBP2 a ét¢ donné par Russell DeBose-Boyd
(UT Southwestern Medical Center, Dallas, Texas). C’est un plasmide pcDNA3.1 qui porte
une résistance a la néomycine (G418) et dans lequel le promoteur fort CMV
(cytomegalovirus) a été remplacé par un promoteur faible TK (7Tymidine Kinase). Le plasmide
comprend également un tag HSV (Herpes Simplex Virus) en 5° du geéne qui servira a la
détection de la protéine par western blot avec un anticorps dirigé contre ce tag.

Le transfert de I’insert et du promoteur dans un vecteur pcDNA3.1hygro+ a été réalisé
par 2 stratégies : par clivage enzymatique et par recombinaison homologue. Pour la stratégie
par clivage, le plasmide pTK-SREBP2-HSV a été¢ digéré par I’enzyme Sall dont un site de
reconnaissance est situé¢ au début de la séquence promotrice. Cette digestion donnant un bord
cohésif, il a été complété avec une polymérase Klenow pour donner un bord franc. Une
digestion avec Xbal a ensuite libéré la séquence de 5300 pb comprenant I’insert et le
promoteur TK. Le vecteur pcDNA3.1hygro+ a été linéarisé avec I’enzyme Nrul qui libére un
bord franc, puis le promoteur a été excisé avec I’enzyme Nhel. Le fragment de 5300 pb (insert
+ promoteur TK) et le fragment de 4910 pb du vecteur receveur ont été mis en contact avec
une ligase pour relier les bords francs entre eux et les bords cohésifs libérés par Xbal et Nhel
qui sont compatibles (figure 29). Apres transformation dans des bactéries compétentes
(DH5a) les colonies positives ont été amplifiées et la présence de I'insert a été vérifiée en

faisant une carte de restriction avec les enzymes EcoRS5, HindIII, Nhel, Notl et Xhol.
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Pour le clonage par recombinaison homologue, la séquence contenant le promoteur
TK et I’insert a ét¢ amplifiée par PCR avec les amorces suivantes :
sens :GCGTTTTGCTCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGACCGGACGGGACGCTCCTG
CGCCTGATAC
antisens :GTGCTGGATATCTGCAGAATTCCACCACACTGGACATTTAGGTGACACTA
TAGAATAGGGCCC. Ces amorces contiennent a leurs extrémités des séquences
homologues au vecteur pcDNA3.1hygro+. Ce vecteur a été linéarisé puis transformé avec le
produit de I’amplification dans des bactéries compétentes. Les colonies positives sont alors
celles dans lesquelles il y a eu recombinaison entre les séquences homologues et formation du

nouveau plasmide pTK-SREBP2-HSV- hygro+.

II1.2 pCMV-Insigl-cMyc

Le plasmide codant Insigl est un pCMV comprenant la séquence du gene Insigl
humain sous contréle d’un promoteur CMV et, en 3 du geéne, 10 copies de la séquence codant
le tag c-Myec.

Le transfert de I’insert dans le plasmide pcDNA3.1hygro+ a été réalis¢ par clivage
enzymatique comme décrit dans la figure 30. L’insert Insigl-cMyc a été libéré du vecteur
pcDNA par digestion avec les enzymes BamHI et EcoRV. Le vecteur pcDNA3.1hygro+ a été
linéarisé avec les mémes enzymes, puis le fragment purifié de 1200 pb de I’insert y a été
inséré par ligation et reformation des sites de coupure. Apres transformation dans les bactéries

compétentes, les colonies positives sont criblées par digestion avec les enzymes Pstl et Sacll.

IV. Expérimentations in vivo : les modéles murins

Toutes les souris sont maintenues dans un cycle jour/nuit de 12h. Les anesthésies sont
réalisées par injection intra-péritonéale d’un mélange de xylazine (50 mg/kg) et de kétamine
(750 mg/kg). Les procédures et protocoles utilisés ont été approuvés par un comité d’éthique
et sont en conformité avec les normes européennes de réglementation en mati¢re d’utilisation

d’animaux en expérimentation scientifique.
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IV.1 Les souris transgéniques aTgWntSa

1V.1.1 Génération de la lignée

Dans cette étude nous avons utilisé des souris transgéniques qui surexpriment Wnt5a
au niveau du tissu adipeux (souris aTgWnt5a). La génération de ces souris a été réalisée en
collaboration avec I’Institut Clinique de la Souris (ICS) a Illkirch-Graffenstaden. Un vecteur
pcDNA composé du gene codant pour Wnt5a murin sous contrdle du promoteur FABP4/aP2
(Fatty Acid Binding Protein 4/adipocyte protein 2), d’un fragment intronique du gene de la B-
globine pour I’épissage et d’une séquence de polyadénylation a été micro-injecté dans le
pronucléus male d’ovocytes fécondés qui a été ensuite réimplanté dans I’utérus d’une souris
femelle pseudo-gestante. Le promoteur du géne FABP4/aP2 est exprimé principalement dans
le tissu adipeux. Les individus FO sont ensuite croisés avec des sauvages pour créer la lignée.
La présence du transgene est vérifiée pour chaque souris par amplification de deux séquences
d’ADN génomique : 1) la fin du promoteur et le début de la séquence de Wnt5a (sens :
GTGAGCTATCTGGACTTCAGAGGC, antisens : CCCTTTCTCTAGCGTCCACQG) et 2) la
fin de Wnt5a et le motif de la B-globine (sens: CAACTACATCCTGGTCATCATCCT,
antisens : AGGTCTTGTTGCACAGGCGT).

1V.1.2 Purification des adipocytes des souris aTgWnt5a

Les adipocytes sont purifiés a partir du tissu adipeux blanc périgonadique. Aprés
dissection, le tissu blanc est découpé au scalpel en petits morceaux qui sont incubés a 37°c
sous agitation pendant 1h avec du tampon de digestion Krebs Ringer Bicarbonate (NaCl 118
mM, KCI 41,8 mM, CaCl, 2,7 mM, KH,PO,; 1,2 mM, NaHCO; 25 mM, BSA 0,1%,
collagénase type II (Sigma-Aldrich) 3mg/ml). Une centrifugation a 400 g pendant 2 min
permet d’éliminer les débris et les adipocytes se retrouvent a flotter sur le tampon. Ils sont
récupérés a la pipette, déposés dans un nouveau tube contenant du tampon de lavage
(identique au tampon de digestion excepté que la collagénase est remplacée par 5 mM de
glucose) puis centrifugés une nouvelle fois. Les adipocytes sont ensuite récupérés soit dans du
tampon de lyse RIPA pour extraire les protéines, soit dans le TRI reagent pour extraire les

ARN.
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1V.1.3 Dosage des lipides du tissu adipeux blanc

Le cholestérol total du tissu adipeux blanc des souris transgéniques et sauvages a été
quantifi¢ avec le kit « cholesterol/cholesteryl ester quantitation kit» (Clabiochem-EMD
Biosciences, San Diego, CA). Selon la procédure, une quantité fixe de tissu est dissoute dans
du chloroforme 1% Triton-100x puis centrifugée a 11700 g 10 min a température ambiante.
La phase organique est alors récupérée puis le chloroforme est évaporé a 55°C. Les lipides
présents sur les parois du tube sont dissous dans le tampon fourni dans le kit. Le cholestérol

est ensuite mesuré par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 545 nm.

1V.1.4 Colorations histologiques

Pour pouvoir observer la structure du tissu adipeux des souris sauvages et
transgéniques, des morceaux de tissu sont fixés dans du paraformaldéhyde (PFA) 4% au
minimum 24h puis rincés au PBS 1X et transférés dans un bain d’éthanol 70%. Ils sont inclus
a la plateforme d’histologie de I’'IGBMC par un systéme automatisé qui réalise une succession
de bain d’éthanol pour déshydrater le tissu (éthanol 70%, 80%, 90%, absolu) puis des bains
d’histosol et enfin de paraffine liquide. Les blocs solides sont ensuite coupés au microtome en
sections de 5 um d’épaisseur. Les sections sont déposées sur des lames de verre traitées pour
optimiser 1’adhérence de la coupe (lame Superfrost+, Thermoscientific).

Les coupes de tissus adipeux blanc et brun ont été colorées a I’Hématoxyline/Eosine.
Afin de comparer les tailles des adipocytes, I’aire de chaque cellule a ét¢ mesurée avec le
logiciel de traitement d’image ImageJ grace a une macro congue spécialement pour cette
tache. La macro donne 1’aire moyenne des cellules d’un champ et pour chaque souris une

dizaine de champs est quantifiée.

1V.1.5 Induction des macrophages péritonéaux

Pour récupérer des macrophages en quantité importante, la méthode la plus utilisée
consiste a induire une inflammation au niveau péritonéal (Zhang et al., 2008). Chez les souris
aTgWnt5a et leur controle, I’inflammation a ét¢ induite par injection intra-péritonéale de 1 ml
de bouillon de thioglycolate (29 g de poudre « bouillon de thioglycolate » (Merck Millipore)
dans 1 L d'eau). 3 jours apreés I’injection, du PBS 1X a été injecté également en intra-
péritonéal, puis récupéré aprés un massage de ’abdomen. Les macrophages présents dans la

solution ont ét¢ directement lysé€s pour extraire les ARN totaux.
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IV.2 Les souris sm22Wnt5a-

1V.2.1 Génération de la lignée

Des souris possédant des sites loxP encadrant I’'une des copies du géne codant Wnt5a
(souris hétérozygotes WntSa lox/wt) ont été générées en collaboration avec I'ICS. Au
laboratoire, ces souris ont été croisées entre elles pour obtenir des souris homozygotes Wnt5a
lox/lox. Afin d’accroitre la susceptibilité¢ des souris a développer des plaques sous ’effet du
régime, elles ont été croisées avec des souris invalidées pour le géne du récepteur aux LDL
(souris LDLR -/-). Les souris Wnt5a lox/lox ; LDLR-/- ont été ensuite croisées avec des
souris portant une copie du geéne de la recombinase Cre sous le controle du promoteur sm22
spécifique des cellules musculaires lisses (souris sm22Cre+) ou avec les contréles sm22Cre-.
Une seule copie de la Cre recombinase est suffisante pour invalider le gene porteur des sites
loxP. Il a alors été obtenu des souris Cre+, sm22Wnt5a lox/lox, LDLR-/-; et leur controle Cre
-, sm22Wnt5a lox/lox, LDLR-/-. Pour simplifier la lecture dans la suite de ce manuscrit, les

1éres seront nommées sm22Wnt5a- et les secondes sm22WntS5a+.

1V.2.2 Régime athérogene

Les souris sont nourries avec un régime riche en cholestérol (de type Paigen) pour
induire I’apparition de plaques d’athérosclérose. La nourriture est composé de 250 g de beurre
a 82% de matiére grasse, 12.5 g de cholestérol, 5 g d’acide cholique et de 775 g de farine A03
(SAFE) mélangé a 250 ml d’eau.

1V.2.3 Dissection et coloration des aortes

Au terme du régime Paigen, les souris sont anesthésiées puis une perfusion cardiaque
avec une solution de PBS 1X élimine le sang de tous les organes. Pour les coupes en face et
les colorations des aortes enticres uniquement, du PFA 4% est ensuite perfusé apres le PBS
1X afin de fixer les tissus. L’aorte est récupérée de la crosse jusqu’a la bifurcation iliaque et
débarrassée du tissu adipeux qui I’entoure. Elle est ensuite coupée dans sa longueur et fixée
sur un support pour donner ce que I’on nomme une coupe en face. Les 1ésions sont colorées
au Sudan IV qui marque en rouge les lipides neutres. Les aortes ainsi marquées sont

photographiées puis 1’aire totale de Iésions est quantifiée dans le logiciel Image].
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1V.2.4 Dissection des embryons

Les souris males et femelles sm22Wnt5a- et sm22WntSa+ mis ensemble dans une
cage pendant une nuit. Ils sont séparés le matin et les femelles présentant des bouchons
vaginaux sont disséquées 14,5 jours ou 18,5 jours apres le croisement. Les embryons entiers
sont immédiatement anesthésiés par le froid et fixés dans du PFA 4% pour étre ensuite inclus

en paraffine.

IV.3 Souris sm22LRP1-

1V.3.1 Génération de la lignée

L’article (Boucher et al., 2003) décrit la procédure utilisée pour générer les souris

sm22LRP1-, qui est identique a celle utilisée pour les souris sm22Wnt5a-.

1V.3.2 Traitement au chlorure de lithium

Le chlorure de lithium est ajouté a 1’eau de boisson des souris a raison de 10 mg par kg
et par jour. Nous avons évalué la consommation d’eau des souris durant 3 semaines avant le
début du protocole et adapté la concentration du LiCl en fonction. Les souris sont mises sous
régime Paigen pendant 2 mois, et la consommation d’eau est mesurée régulierement afin
d’ajuster la concentration de LiCl si nécessaire. Le groupe controle recevait de 1’eau sans LiCl
a volonté. Les aortes sont ensuite récupérées et colorées au Sudan IV selon les procédures

utilisées pour les souris sm22Wnt5a- décrite en [V.2.3.

1V.3.3 Injection de Wnt5a purifiée

Des souris sm22LRP1- adgées de 2 mois sont mises sous régime Paigen. Au premier
jour du régime, des injections intrapéritonéales de protéine Wnt5a purifice (25 pg/kg) ou du
méme volume de solution mock stérile sont réalisées. Les aortes sont ensuite récupérées et
colorées au Sudan IV selon les procédures utilisées pour les souris sm22Wnt5a- décrite en

IV.2.3.
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Caractérisation de la voie de signalisation LRP1/WntSa mise en

jeu dans la régulation du métabolisme du cholestérol.

Les précédents travaux de 1’équipe avaient révélé 1’existence d’une voie de signalisation
LRP1/Wnt5a qui protége les cellules de I’accumulation de cholestérol (Terrand et al., 2009).
Ni les mécanismes d’activation de cette voie ni ses effets sur le métabolisme du cholestérol
n’ont été décrits. Dans cette premicre partie du projet de thése, nous avons utilisé les modeles
cellulaires de cette précédente étude, les MEF sauvages (LRP1+/+), LRP1-/-, LRP1-/-
retransfectées avec WntSa (LRP1-/- ; Wnt5a) et leur contréle (LRP1-/- ; mock) pour tenter de
caractériser cette voie de signalisation LRP1/Wnt5a. Dans un second temps, nous avons
analysés les parameétres modifiés in vitro par Wnt5a dans un modéle de souris transgéniques
qui surexpriment Wnt5a spécifiquement dans le tissu adipeux. Cette approche in vivo nous a
permis de compléter la caractérisation du role de Wnt5a dans le métabolisme du cholestérol.

Ce travail fait I’objet d’un article publié dans Journal of Biological Chemistry (p 114).

I. La régulation de I’expression de Wnt5a par LRP1

Nous avons commencé par identifier le mécanisme par lequel LRP1 entrainait
I’expression de Wnt5a. En effet, notre équipe a montré que I’expression de Wnt5a, en ARNm
comme en protéine, est fortement diminuée dans les MEF LRP1-/- (Terrand et al., 2009).
Nous avons observé de la méme fagon que I’invalidation de LRP1 dans les CMLv des aortes
de souris entraine une importante diminution de I’expression de Wnt5a dans ces cellules
(Woldt et al., 2012). Ceci indique que le récepteur LRP1 est nécessaire a 1’expression de
Wnt5a.

Nous avons émis I’hypothése que 1’expression de Wnt5a est stimulée par le TGFB1 via
le récepteur LRP1 en nous basant sur plusieurs observations :

- Le traitement de cellules, notamment de CMLv des voies aériennes humaines, par du TGFB1
entraine une augmentation de 1’expression de WntSa (Katoh, 2009; Kumawat et al., 2013),
mais les mécanismes a 1’origine cette régulation ne sont pas connus.

- In vitro LRP1 a été identifié comme étant identique au TGFB-receptor V (Huang et al.,
2003; Tseng et al., 2004). Il fixe le TGFB1 ce qui inhibe la croissance chez tous les types
cellulaires utilisés : MEF, cellules épithéliales pulmonaires saines et cancéreuses, cellules

d’ovaires de hamster (CHO Chinese Hamster Ovary).

95



LRP1 +/+

TGFB (5ng/ml) - + +
Temps (min) 0 15 30

pSmad? = m
Smadz2 "=t e
GAPDH | s S oo
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Figure 32 : TGFB1 induit 'expression de Wnt5a via le domaine extracellulaire de IRP1. A. Analyse

par western blot de la quantité de protéine Wnt5a dans les MEF LRP1+/+Rit-L-Raprés traitement
avec 5 ng/ml de TGFL durant les temps indiquéB. Analyse par PCR quantitative en temps réel (RT-
gPCR) de la quantité d’ARNm de Wnt5a dans les MEF LRP1+/+, LRP1-/- l-RRetransfectées avec le
domaine cytoplasmique de LRPAchain) ou avec un plasmide vide (mock) apres traitement avec 5 ng/ml
de TGR1 durant les temps indiqués (n = 4). Représentation schématique du domaine cytoplasmique
de LRP1 Bchain.
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- In vivo LRP1 réprime une voie de signalisation TGFB, ce qui protége de 1’athérosclérose en
limitant la prolifération des CMLv (Boucher et al., 2007).

Toutes ces informations suggerent que LRP1 pourrait étre le récepteur par lequel
TGFB1 exerce cette régulation positive sur I’expression de Wnt5a.

Afin de déterminer si LRP1 est effectivement nécessaire a I’induction de 1’expression
de Wnt5a par TGFB, nous avons trait¢ les MEF LRP1+/+ et LRP1-/- par du TGFf1
recombinant. Les facteurs qui assurent la transduction du signal lorsque la voie TGFp est
activée sont les protéines cytoplasmiques Smad. Lorsque les récepteurs au TGFB sont
stimulés par le ligand, Smad2 et son partenaire Smad3 sont phosphorylées et elles s’associent
a Smad4. Les Smad ainsi complexées transloquent dans le noyau cellulaire pour activer leurs
geénes cibles (Heldin et al., 1997; Moustakas et al., 2001; Nakao et al., 1997). Nous avons
commencé par vérifier que le TGFB1 recombinant était efficace pour activer la
phosphorylation de la protéine Smad2. Aprés 15 min et 30 min de traitement des MEF
LRPI1+/+ par 5ng/ml de TGFB1, nous pouvons observer par western blot la présence de
Smad2 phosphorylée (figure 31). Cette activation de Smad2 montre que le TGFB1
recombinant est intégre et est en mesure d’activer sa signalisation dans les MEF.

Nous avons ensuite testé ’hypotheése selon laquelle le TGFB1 active 1’expression de
Wnt5a via LRP1 en mesurant les quantités d’ARNm et de protéine Wnt5a dans les MEF
LRPI1+/+ et LRP1-/- traitées avec Sng/ml de TGFB1 pendant différents temps. Dans les MEF
LRPI+/+, on observe que la quantité de protéine Wnt5a est augmentée des 30 min de
traitement et reste élevée jusqu’a 24h. En revanche, dans les MEF déficientes pour LRP1,
I’expression protéique n’est pas induite (figure 32.A). Au niveau de Iactivité
transcriptionnelle de Wnt5a, on observe une augmentation significative de ’ARNm a partir de
30 min de traitement qui se maintient jusqu’a 24h dans les MEF LRP1+/+, mais pas
d’augmentation dans les MEF LRP1-/- quelle que soit la durée du traitement (figure 32.C).
Ces données montrent que LRP1 est nécessaire a I’induction de I’expression de WntSa par le
TGFBI.

Pour identifier quel domaine de LRP1 est impliqué dans cette régulation de
I’expression de Wnt5a par le TGFB1, nous avons utilis¢ une lignée de MEF LRP1-/-
exprimant de facon stable uniquement le domaine intracellulaire de LRP1 (Bchain) (figure
32.C). Dans ces MEF LRP1-/-; Bchain, le TGFp ne peut donc pas interagir avec le domaine
extracellulaire du LRP1. Dans ces cellules comme dans leur controle transfectées avec un

plasmide vide (mock), on n’observe pas d’augmentation de la quantité d’ARNm de WntSa
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apres traitement par le TGFB1 (figure 32.B). On peut conclure de cette expérience que le

domaine extracellulaire de LRP1 est nécessaire a I’induction de Wnt5a par le TGFB1.

Le récepteur LRP1, particuliérement son domaine extracellulaire, est indispensable a

P’activation de I’expression de Wnt5a par le TGF1.

I1. La régulation du métabolisme du cholestérol par Wnt5a in vitro

Notre équipe avait observé que par rapport aux MEF LRPI+/+ qui expriment de
grandes quantités de Wnt5a, les MEF LRP1-/-, qui n’expriment pas de Wnt5a endogene,
accumulent du cholestérol lorsqu’elles sont traitées par un cocktail induisant la différenciation
adipocytaire (Terrand et al., 2009). La réexpression de Wnt5a dans ces cellules LRP1-/- limite
cette accumulation de cholestérol (Terrand et al., 2009). Nous avons envisagé 3 mécanismes
par lesquels Wnt5a pourrait limiter cette accumulation de cholestérol : une diminution de la
synthése endogéne ou de I’import ou une augmentation de 1’efflux du cholestérol. Nous avons
testé ces différentes hypothéses et comparé les niveaux d’expression des principales protéines
impliquées dans la synthése (’HMGCoA-Reductase, SREBP2), dans [Defflux (les
transporteurs ABCA1 et ABCGI) et dans I’import (le LDLR) en présence et en absence de
WntSa.

11.1 La régulation de Defflux de cholestérol par Wnt5a

11.1.1 Wnt5a stimule [’efflux de cholestérol

Afin de caractériser I’effet de Wnt5a sur ’efflux du cholestérol, la vitesse d’efflux a
¢été comparée entre des MEF LRP1-/- réexprimant Wnt5a de facon stable (LRP1-/-; Wnt5a)
et leur contrdle transfecté avec un plasmide vide (LRP1-/- ; mock), aprés traitement par un
cocktail de différenciation adipocytaire. Le principe de cette expérience consiste a apporter
une quantité connue (ici 15pCuries) de cholestérol radioactif (Cholesterol, [1,2-3H(N)]) aux
cellules puis a ajouter 1’accepteur de cholestérol ApoA-1 pendant un temps fixé. Il faut
ensuite observer la répartition de ce cholestérol triti¢ entre le lysat cellulaire et le milieu de

culture en mesurant la radioactivité dans chacun de ces compartiments.

97



Efflux de cholestérol

3,50 - * [ Non différencie

3,00 - T |:| Différencié 7 jours

2,50 -

2,00 -

1,50 - 1 T

1,0C -

% / heure
—

0,50 -

0,00 . .

LRP1; Wntba LRP1; mock

Figure 33 : Wnt5a stimule 'efflux de cholestérolin vitro. Calcul du rapport cholestérol tritié dans le
milieu/cholestérol tritié total, exprimé en pourcentage par helaes les MEF LRP1-/-, Wnt5a et LRP1-
/-, mock avant et apres 7 jours de traitement par un cocktail de différenciatipacytaire (p<0.05, n=4).



Résultats // Partie 1

Cette radioactivité a été quantifiée puis le rapport entre la quantité de radioactivité
dans le milieu de culture (RM) et la quantité de radioactivité totale (RT) (radioactivité dans le
milieu de culture + radioactivité dans le lysat cellulaire) pour chaque condition a été calculé.
Ce rapport donne la proportion de cholestérol triti¢ transféré¢ des cellules vers le milieu de
culture durant le temps de contact avec 1’accepteur ApoA-1. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de cholestérol tritié exporté par heure et sont présentés dans la figure 33.

Dans les MEF LRPI-/-; Wnt5a non différenciées, le rapport RM/RT est de
1,5%/heure. Apres traitement avec le cocktail de différenciation adipocytaire, le rapport
augmente significativement jusqu’a atteindre 3%/heure. Cela indique que la quantité de
radioactivité présente dans le milieu de culture est plus élevée lorsque les MEF LRP1-/-;
Wnt5a ont été traitées 7 jours par le cocktail de différenciation adipocytaire que lorsqu’elles
ne sont pas traitées. En d’autres termes, le mécanisme d’efflux du cholestérol est stimulé dans
ces cellules en réponse au traitement adipogénique. En revanche, dans les MEF LRP1-/-;
mock, le rapport RM/RT ne varie pas de facon significative entre 1’état non différencié et
I’état différencié. Cela signifie que la répartition de la radioactivité reste identique que les
cellules soient traitées ou non par le cocktail de différentiation adipocytaire. Ainsi, ces
cellules qui n’expriment pas Wnt5a n’activent pas le mécanisme d’efflux du cholestérol
lorsqu’elles sont traitées par le cocktail de différentiation adipocytaire.

Ces données montrent que les MEF LRP1-/- ; Wnt5a et LRP1-/- ; mock exportent le
cholestérol avec la méme efficacité a I’état basal, et que lorsqu’elles sont traitées par le
cocktail de différenciation adipocytaire, seules les MEF exprimant Wnt5a activent 1’efflux du
cholestérol. On peut conclure de cette expérience que Wnt5a est nécessaire pour 1’efflux du

cholestérol des cellules.

11.1.2 Wnt5a stimule [’expression de ABCG1

Puisque 1’efflux de cholestérol est stimulé par Wnt5a, nous avons mesuré les niveaux
d’expression des deux principaux transporteurs responsables de ce mécanisme, ABCA1 et
ABCG], dans les 4 lignées de MEF : LRP1+/+, LRP1-/-, LRP1-/- ; Wnt5a et LRP1-/- ; mock
apres différenciation adipocytaire.

Nous n’avons pas observé de différence dans les quantités d’ARNm de ABCGI entre
les MEF LRP1+/+ et LRP1-/-. En revanche, dans les MEF LRP1-/-; Wnt5a, la quantité
d’ARNm de ABCGI1 est augmentée apres 10 jours de différenciation par rapport au controle

LRPI-/-; mock (figure 34.A). Cette augmentation est retrouvée au niveau protéique, en

98



LRP1-/-; Wnt5a LRP1-/-; mock

>
W

- 4, ABCG1
a) *
o —
< 3 T Q
o (@)
L4 m
g 2 - <
prd
W M
0 T T T T 1 g
LRP1+/+ LRP1-/- LRP1-/-; LRP1-/-; E
Wnt5a mock p
@]
Z
o il
A
N
N N N
/ ‘ ‘ ABCAl
C. > &L D. ABCLAL
&5 12

N
3
N
ABCG1 [\ — —
— -—

ns
1 .
0,8 -
ABCA1 — - 0.6 - T
GAPDH | "™ s s s = 0,4 1
Zo,2-
Wnt5¢ - » < ’0 |

LRP1+/+ LRP1-/- LRP1-/-; LRP1-/-;
Wnt5a mock

m/GAPDH

E. F. G. ) .
100 . ABCG1 controle siwnt5a
*
WT LMTK Wntba+ g . T § 313 d
Whnt5a - % 0. 2 -~ .
ABCG1 — R
E 407 Wni5a| i—
=2
GAPDH E(: 20 GAPDH | —— —
0

WT LMTK Wnt5a+

Figure 34 : Wnt5a stimule I'expression de ABCG1 Les expériences sur les MEF ont été réalisées apres
10 jours de traitement par le cocktail de différenciation adipoaytdir Analyse par RT-gPCR de la
quantitt dARNm de ABCG1 dans les lignées de MEF (p<0,05, n=7B.. Marquage par
immunofluorescence de ABCGL1 dans les MEF LRP1-/-; Wnt5a et LRP1-/-; rixéks (n=6). Vert :
ABCG1, bleu : marquage des noyaux au DAEI.Analyse par western blot des quantités de protéines
ABCG1 et ABCAL rapportées a la GAPDH dans les lignées de MEF (ri>»3)\nalyse par RT-qPCR de

la quantité dARNm de ABCAL dans les lignées de MEF (ns: non significati§). E. Analyse par
western blot des quantités de protéine ABCGL1 et Wnt5a dans les LKMMTKnalyse par RT-gPCR de la
quantité dARNm de ABCG1 dans les LMTK (p<0,05, n=8. Analyse par western blot de la quantité
de protéine ABCGL1 dans des préadipocytes 3T3L1 et des CMLv en culansfdctées avec un siARN
dirigé contre Wnt5a ou un siARN contréle (n=3).



Résultats // Partie 1

immunofluorescence comme en western blot (figure 34.B et C). Le niveau d’ARNm de
ABCAL1 est stable dans les 4 lignées et le niveau de protéine tend a diminuer lorsque LRP1 est
absent, que Wnt5a soit exprimée ou non (figure 34.C et D). Ces données montrent que Wnt5a
stimule spécifiquement 1’expression du transporteur ABCG1 dans les MEF.

Afin de confirmer cette observation, nous avons utilis¢é un second modéle de
fibroblastes : des LMTK surexprimant Wnt5a de fagon stable (LMTK Wnt5a+) et leur
contrdle sauvage (WT) (figure 34.E). Dans ces LMTK Wnt5a+, nous avons retrouvé une
augmentation de I’expression de ABCG1 par rapport aux LMTK WT, aussi bien au niveau de
I’ARNm qu’au niveau protéique (figure 34.E et F). L’équipe a par ailleurs montré que
I’invalidation par siARN de Wnt5a dans des préadipocytes murins 3T3-L1 et dans une lignée
de CMLv humaine entraine une diminution de la quantité de protéine ABCG1 (figure 34.G).
Ces résultats confirment dans trois autres modeles cellulaires que Wnt5a stimule 1I’expression
de ABCGI.

Ces résultats indiquent que 1’augmentation de D’efflux en présence de Wnt5a
s’accompagne d’une augmentation de I’expression de ABCGI, principale protéine

responsable de 1’efflux de cholestérol.

11.1.3 L ’augmentation de ABCG1 est indépendante des LXR

Nous avons montré que la retransfection de Wnt5a dans les MEF LRP1-/- stimule
I’expression de ABCG1 en ARNm et en protéine. Les facteurs de transcription LXR,
préférentiellement LXRa, sont les principaux activateurs de la transcription du geéne de
ABCGI (Kennedy et al., 2001; Sabol et al., 2005). Nous avons alors émis I’hypothése que
I’augmentation de 1I’expression de ABCG1 en présence de Wnt5a résulte de son activation par
LXRa.

Lorsqu’il est activé, LXRa cible les éléments LXRE présent sur son propre promoteur
et active la transcription de son ARNm (Laffitte et al., 2001). Ainsi, une augmentation de la
quantit¢ d’ARNm de LXRa refléte 1’activation du facteur de transcription LXRa sur ses
genes cibles. Pour vérifier si ’augmentation de ’ARNm de ABCGI dans les MEF LRP1-/-;
Whnt5a résulte d’une activation de LXRa, nous avons donc quantifié ’ARNm de ce facteur
dans les MEF.

Apres traitement avec le cocktail de différenciation adipocytaire, le niveau d’ARNm
de LXRa est identique entre les 4 lignées de MEF (figure 35.A), suggérant que ce facteur de

transcription n’est pas plus activé lorsque WntSa est retransfectée dans les MEF LRP1-/-.
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Dans les cellules LMTK Wnt5a+, qui présentent une induction de ABCGI, nous avons
¢galement mesuré les quantités d’ARNm de LXRa, LXRp et de deux genes cibles des LXR :
ApoE et SREBPIc. La quantit¢ d’ARNm de LXRa est diminuée par rapport aux LMTK WT
tandis que les quantités d’ARNm de LXRpB, ApoE et SREBPIc restent stables entre les deux
lignées de LMTK (figure 35.B). Ces résultats montrent que les LXR ne sont pas non plus
activés dans les LMTK Wnt5a+. Toutes ces données indiquent que 1’augmentation de
I’expression de ABCGI induite par Wnt5a est indépendante de I’activation des récepteurs

nucléaires LXR.

11.1.4 Wnt5a ne stabilise pas ’ARNm de ABCG1

Dans les MEF et les LMTK exprimant Wnt5a, nous avons observé une augmentation
de I’expression de ABCG1 qui semble indépendante des LXR, les principaux activateurs de la
transcription du geéne codant ce transporteur. Nous avons alors envisagé 1’hypothése selon
laquelle Wnt5a favoriserait la stabilit¢ de I’ARNm de ABCG1. En effet, une augmentation de
la quantit¢ d’ARNm d’un géne mesurée par qPCR peut résulter d’une stimulation de la
transcription du geéne mais également d’une stabilisation de cet ARNm. Pour tester cette
hypothese, ’ARNm de ABCG1 dans les MEF différenciées a été quantifi¢ a différents temps,
apres avoir bloqué la transcription grace a 1’actinomycine D. Ainsi, nous pouvons comparer la
vitesse de dégradation des ARNm de ABCG1 entre chaque lignée et observer si la présence
de Wnt5a ralentie cette dégradation.

Sans actinomycine, la quantit¢ d’ARNm de ABCGI1 dans les MEF LRP1-/-; Wnt5a
est supérieure a celle dans les autres lignées, ce qui est en accord avec les résultats de la figure
34.A. Apres 6h de traitement, le taux d’ARNm de ABCG1 dans les MEF LRP1-/- ; Wnt5a a
diminué jusqu’a atteindre un taux identique a celui des autres lignées (figure 36). Ainsi,
lorsque la transcription est inhibée, la quantit¢ d’ARNm de ABCGI est identique dans les 4
lignées de MEF. Cette expérience montre que ’expression de Wnt5a ne favorise pas la

stabilisation de ’ARNm de ABCG]1.

11.1.5 Wnt5a stimule la transcription de ABCG1

Les LXR ne semblent donc pas impliqués dans I’activation de I’expression de ABCG1
par WntSa, et Wnt5a ne stabilise pas I’ARNm de ce transporteur. Il est donc probable que
I’augmentation de 1’expression de ABCG1 par WntSa résulte d’une activation de la

transcription du géne mais par d’autres facteurs de transcription que les LXR. En effet, si les
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LXR sont les principaux activateurs du geéne codant ABCGI1, ce géne posséde plusieurs
promoteurs qui contiennent chacun des séquences cibles de nombreux facteurs de
transcription autres que les LXR (c¢f figure 15) (Langmann et al., 2002; Lorkowski et al.,
2001; Sabol et al., 2005). Pour tester cette hypothése, les séquences codant pour les
promoteurs A (en amont de I’exon 1) ou B (en amont de I’exon 5) du géne de ABCGI1
(Lorkowski et al., 2001) ont été clonées dans un vecteur contenant le géne de la luciférase
(pGl4-luc) (figure 37). Ces constructions ont ensuite été transfectées de facon transitoire dans
les MEF LRPI1-/-; Wnt5a et LRP1-/-; mock. L’expression de la luciférase mesurée dans
chacune des deux lignées renseigne alors sur 1’activation des parties du promoteur de
ABCGI]. La figure 38 montre, pour chaque promoteur, I’activité de la luciférase dans les MEF
LRP1-/-; Wnt5a par rapport a Dactivit¢é dans les MEF LRP1-/-; mock. Les valeurs
représentent ce rapport exprimé en pourcentage d’activité. Un plasmide vide (pGl3) est utilisé
comme controle.

Pour le promoteur A, le rapport entre I’activité¢ de la luciférase dans les 2 lignées de
MEF est identique au rapport observé dans le contréle pGl3. Ceci indique que ce promoteur
n’est activé dans aucune des 2 lignées cellulaires. En revanche, le rapport entre I’activité de la
luciférase dans les MEF LRP1-/- ; Wnt5a et celle dans les MEF LRP1-/- ; mock est augmenté
lorsque le géne de 1I’enzyme est sous contrdle du promoteur B de ABCGI1. Cela signifie que
I’expression de la luciférase sous contréle du promoteur B est activée dans les MEF LRP1-/-;
Wnt5a, mais pas dans les contrdles (figure 38). Ces données montrent que Wnt5a stimule la
transcription de ABCGI via le promoteur B situé en amont de 1’exon 5 du gene codant ce
transporteur. Ce promoteur contient un site cible du couple LXR/RXR ainsi que des sites
cibles des facteurs de transcription NFkB, Spl et SREBP. Puisque nous avons précédemment
¢liminé I’implication des LXR dans I’activation de 1‘expression de ABCG1 par Wnt5a, on
peut supposer que cette activation passe par I’'un des autres facteurs de transcription. Cette
hypothése reste a ce jour a explorer en reproduisant 1’expérience avec des constructions dans

lesquelles les différents sites concernés seront mutés.

Ces expériences démontrent que WntSa active la transcription du géne codant pour
ABCGT1 via son promoteur situé en amont de I’exon 5, et ceci indépendamment de
Pactivation des LXR. Cette induction de ABCG1 s’accompagne d’une stimulation de

P’efflux de cholestérol.
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11.2 La régulation de la synthese de cholestérol par Wnt5a

L’¢équipe a montré que Wnt5a prévient I’accumulation de cholestérol dans les MEF
LRP1-/- (Terrand et al., 2009) et les résultats précédents révelent que ceci passe notamment
par une activation de son efflux via le transporteur ABCG1. Dans cette partie du projet, nous
nous sommes intéressés a [’hypothese selon laquelle Wnt5a pourrait également diminuer la
synthése endogeéne du cholestérol, ce qui contribuerait a limiter son accumulation dans les

cellules.

11.2.1 Wnt5a inhibe ’expression de 'HMGCoA-Reductase

La syntheése endogeéne du cholestérol est assurée par une succession de réactions
enzymatiques dont ’"HMGCoA-Reductase est I’enzyme limitante (figure 39). Pour connaitre
I’effet de Wnt5a sur le niveau d’expression de cette enzyme, nous avons mesuré sa quantité
d’ARNm dans les lignées de MEF apres différenciation adipocytaire. Comme dans la
précédente étude du laboratoire (Terrand et al., 2009) (c¢f figure 22), la quantit¢ d’ARNm de
I’HMGCoA-Reductase est diminuée dans les MEF LRP1-/- par rapport aux MEF LRP1+/+
(figure 40). Nous savons que les MEF LRPI-/- accumulent du cholestérol, qui exerce un
controle inhibiteur sur sa propre synthése (c¢f 11.5.1.1 de I’Introduction). Ce mécanisme de
rétrocontrole peut expliquer la diminution de I’expression de ’HMGCoA-Reductase.

Lorsque Wnt5a est réexprimé dans les cellules LRP1-/-, I’expression de ’'HMGCoA-
Reductase est diminuée par rapport aux cellules controles LRP1-/- ; mock (figure 40), or les
cellules LRP1-/- ; Wnt5a accumulent peu de cholestérol (Terrand et al., 2009) (cf figure 21).
Cette diminution de I’expression de ’'HMGCoA-Reductase ne peut donc étre attribuée au seul
rétrocontrole par le cholestérol. Ces résultats indiquent que Wnt5a exerce un effet inhibiteur
sur I’expression de I’HMGCoA-Reductase, I’enzyme clé de la voie de synthése du

cholestérol.

11.2.2 Wnt5a inhibe la translocation de SREBP2

L’expression de ’THMGCoA-Reductase est controlée par un mécanisme complexe qui
active ou inhibe la translocation nucléaire du facteur SREBP2 en fonction du niveau de
cholestérol dans la cellule. Pour rappel, lorsque ce niveau est faible, SREBP2 quitte le
réticulum endoplasmique (RE), est clivé au niveau de ’appareil de Golgi et sa fraction N-ter
migre dans le noyau pour activer ses genes cibles tels que le géne de ’THMGCoA-Reductase.

A TDinverse, lorsque le niveau de cholestérol est ¢levé, SREBP2 est séquestré dans la
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membrane du RE au sein d’un complexe avec les protéines Insigl et Scap et le taux
d’HMGCoA-Reductase diminue (cf figure 10 de I’Introduction).

Dans les MEF LRP1-/-; Wnt5a, nous observons une diminution de la quantité
d’ARNm de ’'HMGCoA-Reductase. Nous avons alors émis 1’hypothése que I’expression de
Whnt5a interfére dans la translocation de SREBP2. Pour tester cette hypothése, nous avons
cloné le gene codant pour SREBP2 et généré des lignées de MEF stables pour ce facteur. Ces
cellules stables doivent permettre d’observer la répartition des fractions membranaire et
nucléaire de SREBP2 en fonction de I’expression de Wnt5a. Les MEF LRP1-/- sont issues de
souris LRP1-/- qui ont été¢ générées avec un vecteur contenant une cassette néomycine. De ce
fait, elles sont résistantes a I’antibiotique G418. Le plasmide Wnt5a utilis¢ pour établir les
lignées stables de MEF LRP1-/- ; Wnt5a contient une cassette de résistance a la zéocine. Pour
pouvoir établir des lignées stables avec de MEF, il fallait donc que le géne de SREBP2 soit
exprimé dans un vecteur portant une cassette qui ne soit ni néomycine ni zéocine. Nous avons
donc utilisé un vecteur pIRES-hyg3, portant une cassette hygromycine. Certaines difficultés
techniques rencontrées lors de ce clonage de SREBP2 et de I’établissement des lignées de

MEF stables nous ont contraint a modifier cette stratégie initiale.

11.2.2.1 Les étapes du clonage de SREBP?2

- stratégie 1 : clonage de la séquence SREBP2 par PCR :

La premicre stratégie pour cloner SREBP2 consistait a insérer dans le plasmide
d’expression linéarisé la séquence complete du gene SREBP2 obtenue par amplification par
PCR. Pour cela, nous avons utilis¢ comme matrice de ’ADN complémentaire (ADNCc)
rétrotranscrit a partir des ARN totaux extraits de foie de souris sauvages et comme amorces
les séquences sens : AATTAGGATCCAATCGCATGGCGGCGGTTG qui contient un site
reconnu par I’enzyme BamH1 et antisens : AATTGATATCCCGGGTCTCTGCTGCCTGC
qui contient un site reconnu par 1’enzyme EcoRv. Apres digestion de I’amplicon et du
pIREShyg3 par BamH1 et EcoRV, I’amplicon peut étre inséré dans le vecteur par ligation des
sites de restriction identiques (figure 41).

Les conditions de PCR choisies n’ont pas permis d’obtenir d’amplicon. La séquence
de SREBP2 est composée d’environ 4500 paires de bases, ce qui est relativement long et
rends I’amplification plus difficile. Nous avons donc adapté les conditions de PCR en utilisant
une polymérase spécifique des longues séquences (Dreamtaq DNA Polymerase) et en

augmentant le nombre de cycles d’amplification. Nous avons également modifié 1’origine des
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ADNc (foie et cceurs de souris et MEF LRP1+/+) et fait varier la température d’hybridation
des amorces. Malgré ces modifications, aucune des conditions de PCR n’a permis d’obtenir

un amplicon de SREBP2.

- stratégie 2 : clonage de la séquence SREBP2 par PCR en deux parties :

L’amplification de la séquence compléte de SREBP2 n’ayant pas fonctionnée, nous
avons tent¢ de réaliser le clonage en 2 étapes afin de s’affranchir de la longueur de la
séquence et de concentrer la quantité de matrice. La premiére étape consistait a amplifier
séparément les deux moitiés de la séquence a partir de I’ADNc. Pour cela, nous avons utilis¢
deux couples d’amorces choisies de sorte que D’extrémité 3’ de la premiére moitié soit
chevauchante avec I’extrémité 5° de la deuxiéme moitié. La seconde étape consistait a réunir
les deux moitiés. Pour cela, les deux moitiés de séquence obtenues lors de la premiére étape
¢taient purifiées pour étre utilisées comme matrice lors d’une PCR supplémentaire avec
uniquement les deux amorces externes, sur lesquels sont toujours ajoutés les sites BamH]1 et
EcoRV. Aprés le cycle de dénaturation, la température est abaissée jusqu’a atteindre la
température d’hybridation des amorces, et a cette étape, les parties chevauchantes homologues
des deux moitiés peuvent s’hybrider entre elles. Ceci réuni les deux moitiés et forme une
nouvelle matrice codant toute la séquence de SREBP2, encadrée des sites de restriction
nécessaires a la ligation dans le vecteur d’expression (figure 42).

La seconde moiti¢ de la séquence a pu &tre amplifiée puis purifiée sans difficulté.
Cependant, la PCR sur la premicere moiti¢ du géne n’a pas donné d’amplicon, malgré les
différentes modifications des conditions expérimentales (augmentation du nombre de cycles
d’amplification, variation de la température d’hybridation des amorces). Il n’a donc pas été

possible d’aller plus loin dans la réalisation de cette stratégie.

- stratégie 3 : clonage par digestion enzymatique a partir du plasmide pTK-SREBP2-HSV

néo) :

L’amplification de la séquence par PCR n’ayant pas abouti, nous nous sommes
procurés aupres du laboratoire de R. de Bose-Boyd (UT Southwestern Medical Centre, Dallas,
Texas) le plasmide pTK-SREBP2-HSV codant pour le géne humain de SREBP2 (cf figure
29). Ce plasmide contient une cassette de résistance a la néomycine. Nous avons donc établi
une stratégie de clonage par digestion enzymatique afin d’exciser 1’insert comprenant le
promoteur TK, le tag HSV et la séquence SREBP2 et de le transférer dans un plasmide
pcDNA3.1hygro+, fourni par J.M Garnier (IBGMC) contenant une cassette de résistance a

I’hygromycine. Ce plasmide a été linéarisé et son promoteur CMV a été excisé lors de la
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digestion (figure 29). Les étapes de digestion et de purification des fragments correspondants
a I’insert et au pIREShyg3 débarrassé de son promoteur CMV ont été réalisées. Cependant,
aprés ligation de ces fragments entre eux et transformation dans les bactéries compétentes,
aucune colonie positive n’a pu étre détectée. Ceci suggere que 1’étape de ligation n’a pas été

efficace.

- stratégie 4 : clonage par recombinaison homologue a partir du plasmide pTK-SREBP2-HSV

néo) :

Puisque le transfert de I’insert par digestion enzymatique n’a pas abouti, nous avons,
avec I’aide de J.M Garnier, tenté une approche par recombinaison homologue entre I’insert
(pTK, HSV et SREBP2) et le vecteur pcDNA3.lhygro+ linéarisé. Nous avons amplifié
I’insert par PCR avec comme matrice le plasmide pTK-SREBP2-HSV (néo) en utilisant des
amorces possédant des séquences homologues aux séquences du vecteur receveur. Lors de la
transformation du produit de PCR avec le vecteur linéaire dans les bactéries compétentes, il
peut y avoir des événements de recombinaison entre les séquences homologues. Nous avons
congu des amorces avec des séquences homologues encadrant le promoteur CMV, ainsi, il
sera ¢liminé du vecteur lors de la recombinaison. Le plasmide pcDNA3.1hygro-TK-SREBP2-
HSV est alors formé et confére aux bactéries une résistance a I’antibiotique de sélection
hygromycine. Cette stratégie a donné des colonies positives et nous avons obtenu un plasmide
pcDNA3.Thygro-TK-SREBP2-HSV. Nous avons donc procédé a la transfection de ce
plasmide dans les lignées de MEF LRP1+/+, LRP1-/-, LRP1-/- ; Wnt5a et LRP1-/- ; mock.
Apres transfection, nous avons sélectionné les cellules ayant intégré le plasmide a leur
génome en traitant les MEF avec 1’antibiotique hygromycine afin d’obtenir des lignées stables
pour SREBP2. Dans les 4 lignées de MEF, la majorité des cellules sont mortes rapidement
tandis que quelques colonies résistantes a I’hygromycine se sont développées. La vérification
de I’expression du plasmide dans ces cellules résistantes a été réalisée par western blot avec
un anticorps dirigé contre le tag HSV. Bien que les cellules résistent a I’antibiotique, ce qui
laisse supposer qu’elles ont intégré le plasmide a leur génome, 1’expression de SREBP2-HSV
n’a pas pu étre observée dans les MEF LRP1-/- ni dans les LRPI-/-; mock (n = 3

transfections différentes).

L’expression du plasmide codant SREBP2 dans les lignées de MEF n’a pas pu étre
observée. Nous avons donc choisi d’utiliser une lignée de cellule embryonnaire de rein

d’origine humaine (HEK293) pour étudier la translocation de SREBP2.
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Figure 43 : Wnt5a inhibe la translocation nucléaire de SREBP2Western blot représentatif de la
guantité de protéine SREBP2 dans les fractions membranaire et nuaéaireellules HEK-SREBP2
apres traitement avec du milieu conditionné enrichi en Wnt5a (+)Jdwumilieu contrdle (-) (n=5).
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Figure 44 : Wnt5a inhibe la translocation nucléaire de SREBP2Western blot représentatif de la
quantité de SREBP2 dans les HEK293 transfectées de facon stable p&BP3RISV et apres

transfection transitoire de Wnt5a. Le signal est détecté avec icog¥ dirigé contre le tag HSV porté
par SREBP2 (n=5). P : précurseur, N : fragment clivé nucléaire, Mb : nembNy : noyau.
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11.2.2.2 Analyse de la translocation de SREBP2 dans les HEK293

Puisque I’expression de SREBP2-HSV dans les MEF n’a pas pu étre observée, j’ai
établi une lignée stable de HEK293 exprimant le plasmide originel pTK-SREBP2-HSV (néo).
Les HEK293 se transfectent facilement et j’ai rapidement obtenu une lignée stable de
HEK?293 exprimant la protéine SREBP2 taguée avec une séquence HSV (nommées HEK-
SREBP2). Le but de cette expérience étant de connaitre 1’effet de WntSa sur la translocation
nucléaire de la fraction clivée de SREBP2, deux approches ont été utilisées au laboratoire
pour ajouter Wnt5a aux HEK-SREBP2 : 1) le traitement avec du milieu conditionné enrichi
en WntSa et 2) la transfection transitoire avec un plasmide codant Wnt5a. Le fractionnement
des cellules permet d’isoler les compartiments membranaire et nucléaire et de détecter

SREBP2-HSV par immunoblot dans chacun d’eux avec un anticorps anti-HSV.

0 Traitement par le milieu conditionné Wnt5a

Wnt5a étant une protéine sécrétée, le milieu de culture en contact avec des cellules
LMTK Wnt5a+ s’enrichit en protéine Wnt5a en restant au contact de ces cellules (CM
Wnt5a). Ce milieu est ensuite récolté puis ajouté sur les HEK-SREBP2 pendant différentes
durée. Le milieu en contact avec des LMTK sauvages est utilis¢é comme controle négatif (CM
mock). La figure 43 montre qu’a partir de 6h de traitement avec le CM Wnt5a, la fraction
nucléaire (N) de SREBP2 est diminuée par rapport aux HEK-SREBP2 ayant recu le CM
mock (ligne 5). Cette diminution est retrouvée également aprés 24h de traitement par le CM
Wnt5a (ligne 7). Ces résultats montrent qu’en présence de Wnt5a, la translocation nucléaire

de SREBP2 est diminuée.

0 Transfection stable de Wnt5a

La seconde approche pour analyser 1’effet de Wnt5a sur la translocation nucléaire de
SREBP2 consistait a observer la répartition de SREBP2 au sein des compartiments cellulaires
aprés transfection transitoire dans les HEK-SREBP2 d’un plasmide codant pour Wnt5a ou
d’un plasmide controle. La figure 44 montre qu’apres transfection de WntSa, la quantité de
SREBP2 nucléaire est diminuée par rapport aux cellules transfectées avec le plasmide
controle (lignes 6 et 8).

Il a été montré que 1’ajout d’oxystérols, notamment le 25-hydroxycholestérol (25-HC),
dans le milieu de culture des cellules CHO inhibe la translocation nucléaire de SREBP2

(Adams et al., 2004). Afin de comparer les effets inhibiteurs du 25-HC sur la translocation
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Figure 45 : Wntba potentialise I'effet inhibiteur du 25-hydroxycholestérol sur la translocation de
SREBP2. A. Western blot représentatif de la quantité de SREBP2 dans les HEK293 stables pour
SREBP2-HSV apreés transfection transitoire de Wnt5a (+) ou d’'un plasmide contrdle (-) et traitement au
25-HC (n=3). Le signal est détecté avec un anticorps dirigé contre le tag HSV porté par SREP2.
Quantification de lintensité des signaux détectés par western blot (p<0,05, n=3). P : précurseur, N :
fragment clivé nucléaire.
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nucléaire de SREBP2 en présence et en absence de Wnt5a, nous avons ajouté du 25-HC au
milieu de culture des HEK-SREBP2 non transfectées et aprés transfection de Wnt5a. La
figure 45.A montre que le traitement des cellules non transfectées par 1pg/ml de 25-HC
inhibe fortement la translocation de SREBP2 (figure 45 lignes 1 et 2) Ce résultat est en accord
avec les données de la littérature et fait office de contrdle positif pour nos conditions
expérimentales.

Le traitement des HEK-SREBP2 avec des concentrations de 25-HC de 0,1 et 0,3
ug/ml montre que la translocation de SREBP2 est inhibée a partir de 0,3 pg/ml (figure 45,
lignes 3, 4, 5). Lorsque I’on associe ces concentrations de 25-HC avec la transfection
transitoire de Wnt5a, on remarque que la translocation de SREBP2 est inhibée des 0,1 pg/ml
de 25-HC (figure 45, lignes 6, 7 et 8). Ces données confirment que Wnt5a exerce un effet
inhibiteur sur la translocation nucléaire de SREBP2. Par ailleurs, il est a noter qu’avec une
dose de 0,3 pg/ml de 25-HC associée a la transfection de WntSa, I’inhibition de la
translocation est équivalente a celle observée lorsque les cellules sont traitées avec 1 pg/ml de
25-HC seul (figure 45, lignes 2 et 8). Cette observation suggere que Wnt5a potentialise 1’effet
inhibiteur du 25-HC sur la translocation de SREBP2.

Ces effets inhibiteurs de Wnt5a sur la translocation nucléaire de SREBP2 expliquent la
diminution de I’expression de 'HMGCoA-Reductase dans les MEF LRP1-/- réexprimant
Wnt5a.

11.2.3 Wnt5a stabilise la protéine Insigl

Lorsque le taux intracellulaire de cholestérol est élevé, celui-ci se fixe a Scap qui
interagit alors avec Insigl. Cette interaction ancre le complexe Scap/SREBP2 dans la
membrane du réticulum endoplasmique (RE) et empéche la translocation nucléaire de
SREBP2. A T’inverse, lorsque le taux de cholestérol est faible, le complexe est dissocié¢ de
Insigl et SREBP2 peut transloquer dans le noyau aprés 1’étape de maturation dans I’appareil
de Golgi. Insigl est alors rapidement dégradée par le protéasome (Lee et al., 2006; Tsai et al.,
2012). Insigl est donc une protéine indispensable a la rétention du complexe SREBP2/Scap
au niveau de la membrane du RE. D’ailleurs, la transfection de Insigl dans des cellules ou sa
surexpression dans le foie de souris diminue la quantit¢ de SREBP2 nucléaire (Engelking et
al., 2004). Nous avons observé que Wnt5a inhibe la translocation de SREBP2 dans le noyau,
nous avons donc émis I’hypothése que cet effet passe par la stabilisation de la protéine Insigl

en présence de WntSa.
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Figure 46 : Wntba stabilise la protéine Insigl. Western blot représentatif de la quantité de protéine
Insigl dans les MEF LRP1+/+, LRP1-/-; Wnt5a, et LRP1-/-; mock transfectées avec un plasmide codant
pour Insigl-cMyc, avec un anticorps dirigé contre le tag cMyc. 48h aprés transfection, les cellules ont été
traitées avec 1pg/ml de 25-hydroxycholestérol (25-HC) et 100uM de cycloheximide (CHX), un inhibiteur
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Pour vérifier cette hypothése, nous avons voulu établir des lignées stables exprimant la
protéine Insigl fusionnée avec un tag, la séquence cMyc. Le plasmide utilisé est un pcDNA3-
Insig-cMyc contenant une cassette de résistance a la néomycine. Comme pour I’établissement
des lignées de MEF-SREBP2-HSV, nous étions donc confrontés au probleme de la résistance
des MEF LRP1-/- a la néomycine. Nous avons établi une stratégie de clonage par digestion
enzymatique pour transférer 1’insert Insigl-cMyc dans le vecteur pcDNA3.1hygro+ (cf figure
30). Cette stratégie a permis d’obtenir un plasmide pcDNA3.1hygro3-Insigl-cMyc que nous
avons transfecté dans les 4 lignées de MEF. Aprés sélection des MEF résistantes a
I’hygromycine, nous avons contrdlé ’expression du plasmide par western blot avec un
anticorps dirigé contre le tag cMyc. Aucun signal n’a pu étre détecté dans les MEF LRP1-/- et
LRPI1-/- ; Wnt5a (n=3).

Au laboratoire, le plasmide pcDNA3-Insigl-cMyc a alors été transfect¢ de fagon
transitoire dans les lignées de MEF. Les cellules ont ensuite été traitées avec du 25-HC dans
le but de stabiliser Insigl. Pour suivre uniquement la dégradation de la protéine, la
néosynthése a ¢té inhibée par la cycloheximine (CHX). Sans 25-HC, on observe que la
quantité de Insigl est légerement plus élevée dans les MEF LRP1-/- retransfectées par Wnt5a
que dans les MEF LRP1-/-; mock (figure 46, lignes 2-6). Avec le traitement au 25-HC, la
quantité¢ de Insigl est augmentée fortement dans les MEF LRP1-/-; Wnt5a par rapport au
MEF LRPI1-/-; mock (figure 46, lignes 7-10). Ces données indiquent que la présence de
Wnt5a favorise la stabilisation de Insigl par le 25-HC, ce qui apporte une explication a 1’effet
inhibiteur de Wnt5a sur la translocation nucléaire de SREBP2 et I’expression de ’HMGCoA-

Reductase.

Ces expériences in vitro montrent qu’une voie de signalisation activée par TGFB1 via le
domaine extracellulaire de LRP1 permet I’expression de WntS5a qui stimule ’efflux de
cholestérol par ABCG1 et inhibe P’expression de P’HMGCoA-Reductase. Ces deux

mécanismes permettent de limiter ’accumulation de cholestérol dans les cellules.

I11. La régulation du métabolisme du cholestérol par Wnt5a in vivo

Nous avons souhaité vérifier si nos observations quant a 1’effet inhibiteur de Wnt5a
sur 1’accumulation de cholestérol in vitro pouvaient s’appliquer au métabolisme du

cholestérol in vivo. Pour cela nous avons utilisé des souris transgéniques surexprimant Wnt5a
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Figure 47 : Surexpression de Wnt5a dans le tissu adipeuxdnalyse par RT-gPCR des niveaux
d’ARNm de Wnt5a dansA) le tissu adipeux blanc total (WAT) (p<0.05, n=53)(les adipocytes blancs
purifiés (AP) (p<0.005, n=11) eQ) le tissu adipeux brun (BAT) (p<0.005, n=5).

5o 1 Massedes souris Masse du WAT
@ wT 0.8 1
40 O aTgWnt5a I
0,6 -
(%] n
g 30 ﬂé 04
S g 0
S 20 @
(@] (@]
0,2
10
O - = 0,0 — T 1
4 16 32 Age (semaines) WT aTgWnt5a
Figure 48 : Wnt5a ne perturbe pas la prise Figure 49 : Wnt5a ne modifie pas la masse
de poids des souris transgéniquesMasse en du tissu adipeux blanc.Masse en grammes du
grammes des souris sauvages et transgéniques tissu adipeux blanc périgonadique des souris
agées de 4, 16 et 32 semaines (n=43). sauvages et transgéniques agées de 11 mois
(n=43).
A. B. . :
Taille des adipocytes
b ns
= - 1100 -
] T
- 1050 -
E 1000 -
S
g 950 -
o S 900 . .
© WT aTgWntba

Figure 50 : Wnt5a n’altere pas la morphologie des tissus adipeux desouris. A. Coloration
hématoxyline/éosine de tissu adipeux blanc (WAT) et brun (BA)Taille moyenne des adipocytes
mesurée avec le logiciel de traitement d'image ImageJ (n = 3) ns : noificgif .



Résultats // Partie 1

dans le tissu adipeux (souris aTgWnt5a). Le tissu adipeux constitue le plus grand stock de
cholestérol libre de I’organisme (Krause and Hartman, 1984; Nestel et al., 1969; Prattes et al.,
2000), ce qui en fait un modele appropri¢ pour I’analyse in vivo de I’effet de Wnt5a sur le
métabolisme du cholestérol. Les analyses ont été réalisées au laboratoire sur le tissu adipeux
blanc (White Adipose Tissue, WAT) périgonadique, qui est présent en grande quantité chez la

souris.

I11. 1 Validation du modeéle

La génération de la lignée de souris transgéniques a été réalisée comme décrit en
Matériel et Méthode. La surexpression de WntSa a été vérifiée en mesurant la quantité
d’ARNm de Wnt5a par qPCR dans les tissus adipeux blanc (WAT) et brun (Brown Adipose
Tissue, BAT) des animaux. Dans le WAT des souris transgéniques, I’ARNm de Wnt5a est en
moyenne 3,5 fois plus exprimé que dans le WAT des souris sauvages, et 35 fois plus lorsque
I’on compare les adipocytes purifiés issus des tissus blancs des souris transgéniques et
sauvages. Dans le BAT des souris transgéniques, I’ARNm de Wnt5a est environ 25 fois plus

exprimé que dans le BAT des souris sauvages (figure 47).

I11.2 Caractérisation du phénotype structurel

Dans le cadre d’une étude visant a approfondir le role de la signalisation Wnt dans
I’adipogénese, les auteurs ont utilisé des souris transgéniques qui surexpriment une autre
protéine Wnt, Wntl10b, également sous contréle du promoteur FABP4/aP2. Wnt10b ayant un
effet inhibiteur sur I’adipogéneése, ces souris transgéniques présentent une diminution de la
masse du tissu adipeux de pres de 50%, associée a une diminution du nombre d’adipocytes,
par rapport aux souris controles (Longo et al., 2004).

Au laboratoire, il a ét¢ montré que I’invalidation de LRP1 (et donc de Wnt5a)
spécifiquement dans le tissu adipeux de souris entraine une modification de la structure des
tissus adipeux brun et blanc périgonadique ainsi qu’une diminution de la masse de ce dernier
(Terrand et al., 2009). Il est donc envisageable que la surexpression de Wnt5a puisse
¢galement entrainer des modifications de la structure du tissu adipeux. Pour vérifier cette
hypothese, le poids des souris aTgWnt5a et controle a été¢ suivi au laboratoire sur 32
semaines. Par ailleurs, nous avons analysé I’histologie des tissus adipeux de ces souris.

La masse corporelle des animaux sous régime standard ne varie pas entre les souris

sauvages et les transgéniques du méme age (figure 48), indiquant que la surexpression de
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Wnt5a ne perturbe pas la prise de poids des souris. La masse du tissu adipeux blanc est
¢galement similaire chez les deux lignées de souris (figure 49). L’analyse histologique de ce
tissu et la quantification de la taille des adipocytes grace au logiciel de traitement d’image
Image] ne montrent pas de différences entre les souris sauvages et transgéniques (figure 50).
De méme, 1’analyse histologique de la morphologie du tissu adipeux brun montre qu’elle est
similaire chez les deux lignées de souris (figure 50). Ces données indiquent que la
surexpression de Wnt5a dans le tissu adipeux n’a pas d’effet sur la morphologie des tissus

adipeux blanc et brun ni sur la taille des adipocytes.

111.3 Caractérisation du phénotype moléculaire

111.3.1 Wnt5a augmente [’expression de ABCGI

Nos résultats et ceux du laboratoire ont montré dans deux types de fibroblastes (MEF
et LMTK) que Wnt5a augmentait 1’expression de ABCG1. Pour savoir si Wnt5a modifiait
¢galement ’expression des transporteurs du cholestérol in vivo, les niveaux de ABCGI1 et
ABCA1 dans le tissu adipeux blanc ont été quantifiés au laboratoire. Chez les souris
transgéniques aTgWnt5a, ’ARNm de ABCGI est 3 fois plus exprimé que chez les souris
sauvages (figure 51.A) Cette augmentation est également retrouvée au niveau protéique
(figure 51.B). L’ARNm de ABCAI1 est quant a lui exprimé environ 1,5 fois plus chez les
souris transgénique que chez les sauvages (figure 51.C). J’ai par ailleurs quantifié¢ I’ARNm de
ABCGI dans les adipocytes purifiés issus des souris transgéniques. Les résultats montrent une
augmentation d’expression 1,4 fois supérieure a celle dans les adipocytes purifiés issus des

souris sauvages (figure 52).

0 L’induction de ABCGI est indépendante des LXR

Dans nos analyses in vitro, nous avions observé que I’augmentation de la quantité
d’ARNm de ABCGI1 était indépendante de D’activation des LXR. Pour déterminer si
I’augmentation de 1’expression de ABCG1 et ABCA1 est également indépendante des LXR
chez les souris aTgWnt5a, I’expression de LXRa dans le tissu adipeux blanc des deux lignées
de souris a été mesuré. La figure 53 montre que la quantit¢é d’ARNm de LXRa est identique
dans les deux lignées de souris. De plus, I’expression du partenaire de LXR, RXRa n’est pas
modifiée par la surexpression de Wnt5a, tout comme celle de SREBPIc, un des génes cible

des LXR/RXR (figure 53). Ces données confirment les résultats in vitro et indiquent que

110



Wnt5a x ABCG1
1200 - 1,2
T

T 4
T 1000 I 10 I
o o
< 800 - < 0,8
9 Q
S 1 £
5 600 5 0,6
<< 400 - < 04

200 - 0,2

0 . ) 0,0
WT aTgWntba WT aTgWnt5a

Figure 54 : Wnt5a est surexprimé dans les Figure 55 : L’expression de ABCGL1 n’est pas
macrophages  péritonéaux des  souris modifiée dans les macrophages péritonéaux
transgéniques Analyse par RT-gPCR de la des souris. Analyse par RT-gPCR de la

quantitt d'ARNm de Wntha dans les quantité d’ARNm de ABCGl dans les
macrophages péritonéaux induits des souris WT macrophages (n=4).
et transgéniques (p<0,005, n=4).

A. B.

& > > T -

& & & o

> > > Q 10
005 | g i ———
A=

Gal3 | o - S— — g 5
5

TN [ — — . | B o

CD68 Galectine 3

Figure 56 : La surexpression de Wnt5a n’entraine pas d'infiltration macrophagique dans le tissu
adipeux blanc A. Analyse par western blot des quantités de protéines CD68 et Galealizres3e tissu
adipeux des souris sauvages et transgénidgieguantification de l'intensité des signaux de western blot
(n=3).



Résultats // Partie 1

I’induction de ABCGI dans le tissu adipeux blanc des souris transgéniques est indépendante

de ’activation des LXR.

0 Implication des macrophages

L’augmentation de I’expression de ABCGI1 dans les adipocytes issus des souris
transgéniques (x 1,4) est inférieure a 1’augmentation mesurée sur le tissu adipeux total (x 3).
La différence pourrait étre due a la contribution d’un type cellulaire autre que les adipocytes,
qui serait présent dans le tissu blanc des souris et qui exprimerait ABCGI1. Les macrophages
sont des cellules également présentent au sein du tissu adipeux, ou ils constituent les ATM
(Adipose Tissue Macrophages) (Schipper et al., 2012). Ils expriment les transporteurs ABCA1
et ABCGI ainsi que le promoteur FABP4/aP2 (Makowski et al., 2001). Pour déterminer si les
macrophages contribuent a 1’augmentation de 1’expression de ABCG1 dans le tissu adipeux
blanc total des souris aTgWnt5a, nous avons utilis¢é des macrophages péritonéaux qui avaient
¢été¢ induits par injection intrapéritonéale de thioglycholate dans les souris transgéniques
aTgWnt5a et contrdles. Nous avons mesuré I’expression de Wnt5a et montré que dans les
macrophages péritonéaux issus des souris transgéniques, I’expression de WntSa est 1000 fois
supérieure a 1’expression mesurée dans les macrophages des souris controles (figure 54).

Nous avons observé dans nos expériences in vitro et dans le tissu adipeux que Wnt5a
augmente l’expression de ABCGI, par conséquent 1’expression de ABCGI1 devrait étre
stimulée dans ces macrophages péritonéaux. La quantit¢ d’ARNm de ABCGI dans ces
macrophages n’est pas différente entre les souris aTgWnt5a et les sauvages (figure 55), ce qui
infirme cette hypothése. Le métabolisme des macrophages péritonéaux activés par
inflammation n’est donc pas le reflet exact du métabolisme des ATM.

WntSa est connue pour avoir des effets pro-inflammatoires (Bhatt and Malgor, 2014;
Fuster et al., 2014; Schulte et al., 2012), ce qui pourrait stimuler I’infiltration de macrophages
au sein du tissu adipeux. On observerait alors une augmentation du nombre de macrophages
qui entrainerait une augmentation de la quantité totale de ABCG1. Pour examiner si le tissu
adipeux blanc des souris aTgWnt5a présente plus de macrophages infiltrés que le tissu blanc
des souris sauvages, nous avons compar¢ I’expression de deux marqueurs spécifiques des
macrophages, galectine 3 et CD68, dans le WAT des deux lignées. Les expressions protéiques
de ces deux marqueurs sont identiques entre les souris transgéniques et les sauvages (figure
56), ce qui indique que les proportions d’ATM entre les deux lignées sont similaires et réfute

I’hypothése d’une infiltration macrophagique.
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L’ensemble de ces données suggerent que les macrophages du tissu adipeux blanc ne
sont pas impliqués dans I’augmentation de I’expression de ABCGI1 observée chez les souris
aTgWnt5a. Pour confirmer cette conclusion, il conviendrait de purifier les ATM pour y

mesurer 1’expression de Wnt5a.

111.3.2 Wnt5a inhibe [’expression de ’HMGCoA Reductase

Nos résultats montrent que Wnt5a inhibe 1’expression de ’HMGCoA-Reductase dans
les MEF, trés certainement en inhibant la translocation de SREBP2 comme observé dans les
HEK-SREBP2. Pour déterminer si, de la méme maniére, la surexpression de Wnt5a chez les
souris diminuait 1’expression de I’HMGCoA-Reductase, les niveaux d’expression de
I’enzyme dans le tissu adipeux blanc des souris sauvages et des transgéniques ont été
comparés. Chez ces derniéres, il a été observé une diminution de 1’expression de ’HMGCoA-
Reductase par rapport aux souris sauvages, au niveau de I’ARNm comme au niveau protéique
(figure 57). Il a également été observé que 1’expression de ’HMGCoA-Synthase, une autre
enzyme de la voie du mévalonate, est diminuée dans le WAT des souris transgéniques par
rapport aux sauvages (figure 57).

Les genes codant ’HMGCoA-Reductase et ’'HMGCoA-Synthase sont des geénes
cibles de SREBP2. Leur expression étant diminuée dans le tissu adipeux transgénique, on peut
imaginer que, comme dans les MEF LRP1-/- ; Wnt5a, la surexpression de Wnt5a entraine une
inhibition de la translocation de SREBP2. Pour explorer cette hypothése, nous avons réalisé
des mesures de la quantité de SREBP2 nucléaire et membranaire dans des adipocytes purifiés
apres fractionnement cellulaire. L anticorps anti-SREBP2 & notre disposition ne nous a pour
I’instant pas permis d’obtenir de résultats, contrairement a I’expérience in vitro qui permettait
I’utilisation d’une protéine taguée plus facilement détectable par western blot.

Les expressions des autres protéines impliquées dans la régulation de la synthése du
cholestérol ont également été¢ quantifiées au laboratoire. L’ARNm de Insigl était fortement
augmenté dans le tissu adipeux blanc surexprimant Wnt5a par rapport au tissu adipeux des
souris sauvages (figure 58). Trés récemment, une protéine nommée PAQR3 (progestin and
adipoQ receptor 3) a été identifiée pour son réle dans I’ancrage du complexe Scap/SREBP2
dans le Golgi. Une étude a montré qu’a la maniere de Insigl dans le RE, PAQR3 s’associe a
Scap et stimule la formation du complexe avec SREBP2, la localisation de ce complexe au
niveau du Golgi, la translocation de SREBP2 et la transcription de ses geénes cibles. A

I’inverse, le silencing de PAQR3 diminue 1’expression des geénes cibles de SREBP2 (Xu et al.,
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2015). PAQR3 est donc impliquée dans la localisation intracellulaire de SREBP2. Cette
protéine pourrait donc étre ciblée par Wnt5a et participer a la régulation par la signalisation
Wnt5a de la syntheése endogéne du cholestérol. En effet, une diminution de I’expression de
PAQR3 en présence de Wnt5a pourrait signifier une inhibition de la translocation nucléaire de
SREBP2 et contribuerait a expliquer la diminution de I’expression de ’HMGCoA-Reductase.
Pour vérifier cette hypothése, les ARNm de PAQR3 dans les tissus adipeux des souris ont été
quantifiés au laboratoire. Aucune variation de la quantité d’ARNm n’a été observée entre les
souris aTgWnt5a et les souris sauvages, ce qui suggere que PAQR3 n’est pas impliquée dans
I’effet inhibiteur de Wnt5a sur la translocation de SREBP2 (figure 59).

La quantit¢ d’ARNm de SREBP2 n’est pas modifiée entre les 2 lignées de souris
(figure 60). Cependant, c’est la répartition entre les compartiments membranaire et nucléaire
de la protéine SREBP2 qui renseigne sur 1’activation de la transcription de ses génes cibles ;
plus que le niveau d’expression du gene codant SREBP2. L’absence de modification de
I’expression du geéne ne traduit donc pas obligatoirement 1’absence de translocation de la
fraction nucléaire de SREBP2.

Par ailleurs, la surexpression de Wnt5a n’affecte pas I’expression du LDLR (figure
61), ce qui indique que Wnt5a ne diminue pas I’import de cholestérol dans le tissu adipeux
blanc des souris transgéniques.

Ces données indiquent que Wnt5a exerce in vivo un effet inhibiteur sur les expressions
de ’HMGCoA-Reductase et Synthase, deux enzymes clés de la voie du mévalonate, ce qui

suggere que de synthése endogene de cholestérol est diminuée en présence de WntSa.

111.3.3 Wnt5a diminue la quantité totale de cholestérol dans le WAT

Wnt5a diminue D’expression des enzymes clés de la synthése de cholestérol
(PHMGCoA-Reductase et I’HMGCoA-Synthase) et augmente celles des transporteurs
responsables de son efflux (ABCAl et ABCGI1). Pour savoir si ces modifications
d’expression se répercutaient par une diminution de la quantité de cholestérol chez les souris
transgéniques, celle-ci a été mesurée au laboratoire dans le tissu blanc par spectrophotométrie.
Les résultats montrent que la quantité de cholestérol totale était effectivement divisée par 2
chez les souris transgéniques par rapport aux sauvages (figure 62). Cette différence est a la
limite de la significativité (p = 0,05), probablement a cause du faible effectif des groupes.

La quantité de triglycérides n’est pas différente entre les deux lignées, indiquant que

Wnt5a n’influe pas sur leur métabolisme dans le tissu adipeux (figure 63). Cette observation
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est cohérente avec celle de la figure 53 qui montre que 1’expression de SREBPIc, le facteur
de transcription qui stimule ’expression des geénes du métabolisme des triglycérides (Ferré
and Foufelle, 2010; Li et al., 2014) n’est pas modifiée par la surexpression de Wnt5a dans le

tissu adipeux.

Ces données obtenues chez la souris montrent que Wnt5a augmente I’expression des
transporteurs et diminue celle des enzymes de la voie de synthése du cholestérol, ce qui

tend a diminuer la quantité totale de cholestérol dans le tissu adipeux.
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« Convergent signaling pathways controlled by LRP1 cytoplasmic and

extracellular domains limit cellular cholesterol accumulation»

Journal of Biological Chemistry, 2016.
(Asmar et al., 2016)

Résumé :

L’article ci joint présente une grande partie des données concernant le role de la
signalisation LRP1/Wnt5a dans le métabolisme du cholestérol détaillées précédemment.

L’article aborde également un aspect de la signalisation LRP1 qui limite
I’accumulation de cholestérol mais qui est indépendante de Wnt5a. N’ayant pas
personnellement collaboré a cette partie du projet, elle est briecvement décrite ci-apres.
L’équipe a observé que la retransfection du domaine cytoplasmique de LRP1 dans les MEF
LRP1-/- (LRPI1-/-; Bchain) était suffisant pour limiter 1’accumulation intracellulaire de
cholestérol induite par le cocktail de différentiation adipogénique. Il a été montré que dans ces
MEF exprimant ce récepteur tronqué, I’expression de Wnt5a n’est pas induite. Nous avions
d’ailleurs déja observé que le traitement par TGFB1 de ces cellules LRP1-/-; Bchain ne
stimulait pas I’expression de Wnt5a (cf figure 32). Nous pouvons conclure que cette inhibition
de I’accumulation intracellulaire de cholestérol ne peut étre attribuée qu’au domaine
intracellulaire de LRP1, et qu’elle est indépendante de Wnt5a.

Nous avons observé qu’apres traitement par le cocktail de différenciation adipocytaire,
la quantit¢ d’ARNm de ABCAL1 est augmentée d’environ 50% dans les cellules LRP1-/-;
Bchain par rapport aux LRPI-/-; mock. Cette augmentation pourrait stimuler I’efflux de
cholestérol et expliquer la diminution de sa quantité intracellulaire dans les cellules exprimant
la Bchain.

Le domaine cytoplasmique de LRPI porte deux motifs phosphorylables NPXY qui
interagissent avec des protéines adaptatrices et initient des voies de signalisation cellulaires.
Pour discriminer les roles de I’un et I’autre de ces motifs dans I’augmentation de 1’expression
de ABCAL, des lignées de MEF LRP1-/- exprimant de fagon stables la Bchain portant soit une
mutation de la tyrosine du site N-ter, soit une mutation de la tyrosine du site C-ter, soit une
mutation des 2 tyrosines simultanément ont été utilisées. Nous avons coloré¢ a 1’huile rouge
ces 3 lignées stables aprés traitement par cocktail de différenciation adipocytaire pour

marquer les lipides. Les cellules traitées avec le cocktail de différenciation adipogénique
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accumulent des lipides lorsqu’elles expriment le site N-ter muté et la double mutation mais
n’en accumulent pas lorsque le site C-ter est muté. Ceci suggére que le site N-ter de la Bchain
de LRPI a un effet inhibiteur sur I’accumulation de cholestérol, tandis que le site C-ter
exercerait un effet activateur.

Dans les MEF LRP1-/-; Bchain, I’expression de ABCA1 est augmentée par rapport
aux contrdles. Nous avons donc quantifié¢ 1’expression de ce transporteur dans les lignées de
MEF exprimant les mutants de LRP1 pour identifier quel site était responsable de cette
stimulation de ABCA1. Dans les MEF LRP1-/- exprimant la Bchain mutée uniquement pour
le site C-ter, ’expression de ABCAI1 est augmentée par rapport aux MEF exprimant la
mutation en N-ter et la double mutation. Nous avons également observé que I’expression de
PLTP, une enzyme qui interagit avec ABCAI et stimule son activité, est augmentée lorsque le
site C-ter est muté. Ces données suggerent que I’efflux de cholestérol pourrait étre stimulé
dans les MEF exprimant la mutation en C-ter. Cet efflux de cholestérol a été mesuré dans les
MEF et il a été observé qu’il était stimulé dans celles exprimant le site C-ter muté par rapport
a celles exprimant la mutation en N-ter et la double mutation. Pour conclure sur ces données,
il semble que le site C-ter inhibe I’expression de ABCA1, PLTP et I’efflux de cholestérol,
alors que le site N-ter permet d’induire 1’expression de ces protéines et I’efflux de cholestérol
dans les MEF LRPI1-/-; Bchain aprés traitement par le cocktail de différenciation
adipocytaire.

Nous avons cherché a identifier la protéine ou le complexe protéique qui interagit avec
les motifs NPXY de la Bchain et permet de limiter I’accumulation intracellulaire de
cholestérol. Nous avons donc réalis¢ une immunoprécipitation des récepteurs tronqués
sauvages et mutés pour N-ter ou pour C-ter ou pour les deux sites avec un anticorps dirigé
contre le tag c-Myc porté par ces récepteurs, suivie d’ une électrophorése en deux dimensions
des protéines co-précipitées avec les récepteurs. Nous avons observé qu’une proté€ine était
présente lorsque le site C-ter est sauvage mais absente lorsqu’il est muté. Par spectrométrie de
masse, nous avons identifié cette protéine comme étant la kinase Erk, ce qui indique que Erk
interagit avec le motif C-ter de la Bchain de LRP1. Ces données sont corroborées par le fait
que lorsque le site C-ter est muté la quantité de p-Erk est fortement diminuée par rapport aux
MEF exprimant le site N-ter muté. Dans ces derniéres, en plus de p-Erk, on trouve par ailleurs
plus de cPLA2 phosphorylée, or il a été observé que I’activation par phosphorylation de
cPLA2 permet la libération d’acide arachidonique, molécules qui inhibent I’activation des

LXR et répriment I’expression de ABCA1 (Zhou et al., 2009a). Nos données suggérent donc
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que le site C-ter active Erk et déclenche une voie de signalisation par cPLA2 et 1’acide
arachidonique qui conduit a I’inhibition de ’expression de ABCA1. A 1’opposé, le site N-ter
réprime ’activation de Erk1/2 et de cPLA2, empéchant la libération d’acide arachidonique, ce
qui augmente 1’expression de ABCAL.

Le cholestérol estérifi¢ ne pouvant pas étre exporté, son hydrolyse par 1’enzyme
NCEHI1 est une étape préalable indispensable a son efflux par les transporteurs de la famille
ABC (Igarashi et al.,, 2010). Nous avons quantifi¢ 1’expression de cette enzyme pour
déterminer si elle pouvait étre régulée par LRP1 dans les MEF. Effectivement, nous avons
observé que dans les MEF LRP1-/-, qui accumulent du cholestérol, 1’expression de NCEH1
¢tait diminuée par rapport aux MEF WT. En revanche, lorsque les MEF LRP1-/- réexpriment
la Bchain avec le motif C-ter muté, I’expression de NCEH1 est augmentée par rapport aux
MEF réeprimant le motif N-ter muté. Ce résultat est cohérent avec le fait que ces cellules
mutées pour C-ter exportent plus de cholestérol que celles mutées pour N-ter. Ces données
indiquent que I’expression de NCEH1, I’enzyme qui hydrolyse le cholestérol en vue de son
export, est régulée positivement par le site N-ter et négativement par le site C-ter de LRP1.

Compte tenu de toutes ces données, nous proposons que les deux sites NPXY de LRP1
régulent de maniere opposée I’expression de ABCA1 et NCEHI, et ceci indépendamment de
Whnt5a : le motif C-ter, via la fixation de Erk, exerce un effet inhibiteur, tandis que le motif N-
ter exerce un effet activateur sur 1’expression de ces 2 régulateurs de 1’efflux du cholestérol

(schéma).
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The Low Density Lipoprotein receptor-
related protein 1 (LRP1) is a ubiquitously
expressed cell surface receptor that protects
from intracellular cholesterol accumulation.
However, the underlying mechanisms are
unknown. Here we show that the extracellular
(o) chain of LRP1 mediates TGFp-induced

enhancement of Wnt5a  which limits
intracellular cholesterol accumulation by
inhibiting cholesterol biosynthesis and by

promoting cholesterol export. We moreover
demonstrate that the cytoplasmic () chain of
LRP1 suffices to limit cholesterol accumulation
in LRP1-/- cells. Through binding of Erk2 to
the second of its carboxy-terminal NPxY
motifs, LRP1 B-chain positively regulates the
expression of ATP-binding cassette transporter
Al (ABCA1) and of neutral cholesterol ester
hydrolase (NCEH1). These results highlight
unexpected functions of LRP1 and the
canonical Wnt5a pathway, and new therapeutic
potential in cholesterol-associated disorders,
including cardiovascular diseases.

Cholesterol is a major component of
mammalian cell membranes that accumulates in
the vascular wall during atherosclerosis, the

leading cause of death in industrialized societies
(1,2). The low-density lipoprotein receptor-related
protein 1 (LRP1), a cell surface receptor that
belongs to the LDL receptor (LDLR) family,
endocytoses multiple ligands (3). It consists of an
85-KDa membrane-bound carboxyl fragment (B
chain) and a non-covalently attached 515-KDa (a
chain) amino-terminal fragment (4). We
previously demonstrated that LRP1 limits
cholesterol accumulation in the arterial wall. Mice
deficient for LRP1 in vascular smooth muscle
cells (vSMCs) (smLRP1- mice) develop vSMCs
proliferation, cholesterol accumulation (5), and

massive foam cell formation when fed a
cholesterol-rich diet (6-10). Whereas LRP1
integrates the platelet-derived growth factor

(PDGF-BB) (8,9) and transforming growth factor-
B (TGF-P) at the plasma membrane, two pathways
known to regulate vSMCs proliferation (7), the
physiological importance and function of LRP1 in
regulating intracellular cholesterol homeostasis is
still poorly understood. Several mechanisms have
been proposed. LRP1 has been shown to promote
cholesterol export in vSMCs through induction of
ATP-binding cassette transporter Al (ABCA1)
levels (5), and to induce a Wnt5a/p-catenin
pathway to limit cholesterol overload in mouse
embryonic fibroblasts (11). Moreover, smLRP1-
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mice express very low levels of Wnt5a in vSMCs
(12). TGF-f also stimulates a non-canonical
Wnt5a pathway in airway smooth muscle cells
(13). These data strongly suggest that a TGF-
B/LRP1/Wnt5a pathway limits intracellular
cholesterol accumulation.

How Wnt5a interferes with cholesterol
homeostasis is unknown. It might increase
cholesterol export and/or block cholesterol
synthesis. ABCA1 and the ATP-binding cassette
transporter G1 (ABCG1) are two proteins that
promote cholesterol efflux. Cholesterol synthesis
is tightly regulated by a feedback system that
senses the level of cholesterol, and modulates the
transcription of genes encoding enzymes of
cholesterol biosynthesis and uptake (14,15). For
instance, when cholesterol levels rise in cells, the
membrane-embedded protein of the endoplasmic
reticulum (ER), Scap senses the increase and binds
to Insigs, proteins located to the ER. Insigs then
limit cleavage and nuclear translocation of sterol
regulatory element-binding proteins (SREBPs), in
particular SREBP-2, an activator of cholesterol
synthesis in liver and adipose tissue of mice (16).
This reduces 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzyme A (HMG-CoA) reductase transcript
levels and decreases cholesterol synthesis.

In the current study, we sought to determine
how LRP1 regulates Wnt5a, and how WntSa
prevents intracellular cholesterol accumulation.
Our results show that a TGFB/LRP1 signaling
pathway positively regulates Wnt5a mRNA and
protein levels. We further demonstrate that Wnt5a
protects against  intracellular  cholesterol
accumulation by interfering with its biosynthesis,
through down-regulation of HMG-CoA reductase,
and by interfering with cholesterol export through
up-regulation of ABCGI. Finally, we found that
the proximal NPXY motif (N-Ter) within the
LRP1 B chain is critical to activate the expression
of ABCA1 and the neutral cholesterol ester
hydrolase (NCEH), an enzyme that hydrolyses

cholesterol esters, the initial step toward
elimination of cholesterol (17).
EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals  and  diets - All  animal

experimentations and procedures were approved
by the Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC) of University of Strasbourg,
France, and performed conform to the guidelines

from Directive 2010/63/EU of the European
Parliament on the protection of animals used for
scientific purposes. The generation of Wnt5a
transgenic animals was achieved by expressing
Wnt5a from the Fatty Acid Binding Protein-4
(FABP4/aP2) promoter. The FABP4/aP2 protein is
predominantly expressed in adipose tissue. The
transgenic vector contains the FABP4/aP2
promoter, the mouse Wnt5a cDNA, a p-globin
intron fragment for splicing, and a polyadenylation
sequence. Genotyping of the wild type and Wnt5a
mutant mice by polymerase chain reaction (PCR)
was performed as described (6) using primers
specific for Wnt5a (Primers available upon
request). Animals were maintained on a 12-h
light/12-h dark cycle. For feeding studies, mutants
and control mice were fed a caloric rich diet for 24
weeks as described previously (6). For the
isolation of tissue for further analysis, the agents
used for euthanasia were ketamine (750 mg/kg)
and xylazine (50 mg/kg), intraperitoneally.

Cell culture - Mouse Embryonic Fibroblasts
(MEFs) and Human Embryonic Kidney cells
(HEK) were grown in monolayer culture at 37°C
in 5% CO,, in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium supplemented with 10% new born calf
serum (NCS), and with 10% fetal bovine serum
(FBS) respectively. Adipocyte differentiation was
induced wusing a cocktail of insulin,
dexamethasone, IBMX (Sigma-Aldrich) and
roziglitazone (Applied Biochemical Technology)
(11). Medium was changed every two days and
after 10 days, cells were fixed in 10%
formaldehyde and neutrals lipids were stained with
Oil Red O (Sigma-Aldrich). For experiments with
conditioned medium from cells over expressing
WntSa (L-MTK, CRL-2814; American Type
Culture Collection, Manassas, VA), the medium
was maintained during 3 days in contact with the
confluents cells, and then removed and cleared by
centrifugation. The medium was supplemented
with 5% FBS before use. For TGFf treatment,
MEF were set up at 60000 cells per well in
DMEM 10% NCS. When they reached contact
inhibition, they were starved in DMEM
supplemented with 0.5% FBS for 18h. 5 ng/ml of
TGFB were added in the medium during the
indicated times. The cells were scrapped in RIPA
lysis buffer for protein extraction, or in TRIzol
reagent for RNA isolation. For cell fractionation,
monolayers of human embryonic kidney (HEK)
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293 cells were transfected with plasmids as
described (18). The cells were incubated for 20h in
medium containing 5% sterol-depleting serum
with 50uM compactin and 50 uM sodium
mevalonate in the absence or the presence of
sterols as indicated in the legends. Sterol mixtures
contain 0.1-1 ug/ml of 25 hydroxycholesterol plus
1-10ug/ml cholesterol as described previously
(19). Thereafter, the cells received N-acetyl-
leucinal-leucinal-norleucinal at a final
concentration of 25ug/ml, and the cells were
harvested 3h later as described (18). Cells were
then fractionated as described (20). cPLA2a
inhibitor: N-{(2S,4R)-4-(Biphenyl-2-ylmethyl-iso-
butyl-amino)-1-[2-(2,4-difluorobenzoyl)-benzoyl]-
pyrrolidin-2-ylmethyl}-3-[4-(2,4-dioxothiazolidin-
5-ylidenemethyl)-phenyl]acrylamide, HCI, was
from Calbiochem (Cat.No. 525143).

Protein and mRNA expression analysis - RNA
was isolated using TRIzol reagent (Sigma-Aldrich,
St Louis, Mo) according to the manufacturer’s
instructions. 50 ug of RNA were converted to
cDNA using the High-capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA). PCR
amplification was performed using SYBRGreen
PCR master mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA) according to the manufacturer’s
instructions. Primers sequences are available upon
request. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
and immunoblot analysis were performed
according to standard procedures. Proteins were
transferred onto nitrocellulose membranes and
immunoblot analyses were carried out using
antibodies directed against Wnt5a (R&D systems),
HMG CoA reductase (Kind gift from Russell de
Bose-Boyd, UTSWMC, Dallas, TX), ABCAI
(Santa Cruz, CA), ABCG1 (Santa Cruz, CA),
p44/42 Erk (Cell Signaling Technology), c-myc
(Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) p-AKT (Cell
Signaling Technology) or GAPDH (Sigma-
Aldrich, St Louis, Mo). For mass spectrometry
analysis, peptides were analyzed by nanoflow
liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (nanoLC-MS/MS). All MS/MS data
was interpreted with 2 different search engines
(Mascot and OMSSA) using several protein

sequence databases (NCBI, SwissProt). For
immunostaining and histology experiments,
adipose  tissue was  fixed with 4%

paraformaldehyde in phosphate-buffered saline,
embedded in paraffin, and cut in 5 um slices as

described (6). Sections were stained with
hematoxylin and eosin. The ABCG1 promoter A
which is located upstream exonl (-670 to -10), or
the ABCG1 promoter B which is located upstream
exon 5 (-610 to -10)(21), or an empty vector
linked to a luciferase reporter were transiently
transfected in LRP1-/- MEFs stably transfected
with an expression vector coding for Wnt5a
(LRP1-/-, Wnt5a MEFs). At 48 h after the
transfection, cells were collected and reporter gene
assays were carried out using the Promega dual-
luciferase reporter assay system (Promega, USA).

Plasmids and probes - HEK cells were
transfected with a plasmid coding SREBP-2 under
the control of a thymidine kinase promoter, and
carrying the gene for geneticin resistance (kindly
provided by Russel de Bose-Boyd). Transfections
were performed with Fugene6 Reagent (Promega)
according the manufacturer’s protocol. Briefly,
60% confluent cell medium was switched with
DMEM + 0.5% FBS and the Fugene6 mixed with
the plasmid was added for 5 hours. Medium was
replaced by DMEM with 10% FBS during 24 to
48 hours. For stable cell lines medium was then
switched to DMEM + 10% FBS containing the
selective antibiotic G418 at a concentration of 1,8
mg/ml for selection then 0,6 mg/ml.

Cholesterol measurement - Total cholesterol
from white adipose tissue of Wnt5a transgenic
mice was quantified using a
cholesterol/cholesteryl ester quantitation kit
(Clabiochem-EMD Biosciences, San Diego, CA)
according to the manufacturer protocol. Briefly,
20mg of tissue were dissolve in chloroform 1%
Triton-100x and centrifuge at 14000 rpm for 10
min at 20°C. The organic phase was transfer in a
new Eppendorf tube and was air-dry at 55°C to
remove chloroform. The dried lipids were
dissolved in 200ul of Cholesterol Reaction Buffer
by vortexing. Cellular cholesterol was measured
by incubating MEF in media containing serum
(10% FBS) or with [1,2(n)-3H] cholesterol
(specific activity S0mCi/ml) (Perkin Elmer, final
radioactivity Cholesterol, [1,2-3H(N)]-, ImCi
(37MBq)) for 36h in a CO;, incubator. For
equilibration of cellular free cholesterol pools,

cells were starved for 18 hours in DMEM
supplemented with 0.3% BSA.
AcylCoA:cholesterol acyltransferase (ACAT)

inhibitor (TMP153 Sigma-Aldrich) was added to
both the prelabeling and equilibration media to
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prevent cholesterol esterification at a final
concentration of 220nM. For cholesterol efflux,
cells were washed and incubated for 3 h at 37°C in
serum-free medium containing 6 pug/ml of lipid
free apoA-I. The medium was collected,
centrifuged for 15 min at 4°C at 10,000 g, and
aliquots of supernatant were counted in af -
counter. Cells were washed with cold PBS,
harvested, lysed in 0.3M NaOH for 3h in ice and
cell-associated  radioactivity = was  counted.
Cholesterol efflux was expressed as the proportion
of [3H] cholesterol transferred from cells to
medium.

Statistical analysis - Values are reported as
mean = SEM of at least triplicate determinations.
Statistical significance (P < 0.05) was determined
using an unpaired Student's ¢ test or ANOVA
(GraphPad Prism, Abacus Concepts, Berkeley,
CA).

RESULTS

The extracellular domain of LRPI mediates a
TGF-pB-induced Wnt5a pathway - To test whether
TGF-f induces Wnt5a, we treated MEFs with
TGF-p and found an induction of Wnt5a protein
much more pronounced in LRP1+/+ MEFs than in
LRP1-/- MEFs (Fig. 1A). The induction occurs
after 30 min of treatment (Fig. 1A). Similarly,
Wnt5a transcript levels were increased 3-fold upon
30 min of TGF-f stimulation (Fig. 1B) and
remained significantly higher than controls even
after 24 hours of treatment. No induction was
observed in LRPI-/- MEFs (Fig. 1B),
demonstrating that LRP1 is required for TGF-3-
induced Wnt5a transcript levels. Interestingly,
TGF- did not increase mRNA levels of Wnt5a in
cells that express only the cytoplasmic domain (f3-
chain) of LRP1 (Fig. 1B). These data indicate that
the oa-chain of LRP1 is required for TGF-B-
mediated induction of Wnt5a.

Wnt5a enhances ABCGI expression and
promotes cholesterol efflux - To test whether
Wnt5a stimulates cholesterol export, we treated
LRP1-/- MEFs stably re-transfected with a Wnt5a
expression vector, and LRP1-/- MEFs control that
do not express Wnt5a with an adipogenic cocktail
for 10 days. Wnt5a re-transfected LRP1-/- MEFs
exported about 2 times more cholesterol than
LRP1-/- MEFs transfected with an empty vector
(Mock) (Fig. 2A). Over-expression of Wnt5a in

LRP1-/- MEFs enhanced mRNA (Fig. 2B) and
protein levels of ABCG1 (Fig. 2C-D), but not
those of ABCA1 (Fig. 2C and data not shown),
two proteins that promote cholesterol efflux (22-
24). Similarly, murine L-MTK cells stably
transfected with Wnt5a contained much higher
amounts of ABCGI1 transcripts (Fig. 2E) and
proteins (Fig. 2F) than wild type cells. Conversely,
ABCGI1 protein expression is decreased in 3T3-L1
preadipocytes and in human vSMCs silenced for
Wnt5a (Figure 2G). Thus, Wnt5a enhances
ABCG]1 expression.

Liver X receptors (LXRs) play a key role in
cholesterol ~ efflux. =~ They form  obligate
heterodimers with retinoid X receptors (RXR).
LXR/RXR heterodimers bind to lipogenic target
gene promoters such as apoE, SREBP1c, ABCALl
and ABCGI. In LMTK-cells stably transfected
with Wnt5a, mRNA levels of LXRf remained
unchanged (Fig. 2H) and mRNA levels of LXRa
are decreased (Fig. 2H). Transcript levels of
LXRa also remained unchanged in LRP1-/- MEFs
and in LRP1-/- MEFs stably transfected with
Wnt5a (data not shown). Moreover, mRNA levels
of SREBPIc (Fig. 2H) and ApoE (Fig. 2H) were
not modified by Wnt5a overexpression in LMTK
cells. These data indicate that Wnt5a induces
ABCGI expression independently of LXRs levels.
In cells, mRNA levels are determined by the
relative rates of RNA production and degradation.
To determine whether Wnt5a modifies ABCG1
mRNA degradation, MEFs were stimulated with
an adipogenic cocktail to induce -cholesterol
accumulation, and treated with actinomycin D for
various time periods to block transcription.
Whereas, ABCG1 mRNA levels in Wnt5a re-
transfected MEFs were about 3 times higher than
controls (Mock), Fig. 2I shows that upon 6 to 8
hours of actinomycin D, ABCG1 mRNA levels in
these cells returned to levels of controls. The
ABCGI gene has been shown to have two
promoters which are located upstream of exon 1
and of exon 5 and have been designated as
promoter A and promoter B, respectively (21).
Fig. 2J shows that LRP1-/- MEFs stably
transfected with an expression vector coding for
WntSa stimulated luciferase expression driven by
the promoter B of ABCGI (21), but not by its
promoter A. These data indicate that WntSa
promotes cholesterol efflux through induction of
transcription of ABCGI.



Whnt5a decreases SREBP-2 nuclear
translocation and down regulates HMG-CoA
reductase expression - Next, we determined
whether Wnt5a interferes with cholesterol
biosynthesis. Upon treatment with an adipogenic
cocktail for 10 days, we observed in LRP1-/-
MEFs stably transfected with WntSa a 70%
decrease of the mRNA levels of the HMG-CoA
reductase encoding the rate-limiting enzyme of the
mevalonate pathway (Fig. 3A). SREBPs, in
particular SREBP-2, activate the transcription of
several genes that encode enzymes required for
cholesterol  synthesis, including HMG-CoA
reductase (16). We thus postulated that Wnt5a
might decrease HMG-CoA reductase expression
through decreased SREBP-2 nuclear translocation.
To test this, we transfected HEK 293 cells stably
expressing tagged SREBP-2 c¢cDNA wunder the
control of a TK promoter (20) with a vector
coding for Wnt5a. We found that over-expression
of Wnt5a in HEK decreased SREBP-2 nuclear
translocation (Fig. 3B, lane 6 and 8). In addition to
cholesterol, the mevalonate pathway is also
regulated by oxysterols (25). For instance,
SREBP-2 nuclear translocation is inhibited when
oxysterols are added to cultured cells (16). We
thus postulated that Wnt5a might potentiate the
effects of 25-hydroxycholesterol on SREBP-2
nuclear location. Fig. 3C and 3D show in HEK
293 cells over-expressing SREBP-2 the effect of
various concentrations of 25 hydroxycholesterol
on the amount of the mature nuclear form of
SREBP-2. Whereas in cells non-transfected with
Wnt5a, treatments with 0.3 ug/ml of sterols
modestly decreased SREBP-2 levels in the
nucleus, in cells that over-expressed Wnt5a,
treatments with 0.3 ug/ml of sterols markedly
decreased SREBP-2 in the nucleus (Fig. 3C, lane
8, and Fig. 3D). When treated with 0.3 ug/ml of
sterols, the decrease was similar to that seen at
lug/ml of sterols in Wnt5a non-transfected cells
(Fig. 3C, lane 2 and 8). In a complementary
approach, we treated the HEK 293 over-
expressing SREBP-2 with a Wnt5a-enriched
conditioned medium (11). Cell fractionation
experiments revealed that SREBP-2 nuclear
translocation was decreased after 6h (Fig. 3E,
lanes 4-5) and 24h of treatment (Fig. 3E, lanes 6-
7).

Insig-1 is an ER protein known to limit
cleavage and nuclear translocation of membrane-

bound SREBP-2 in mice (16). Whereas, Insig-1
retains Scap/SREBP in the ER, a Golgi-localized
membrane protein progestin and adipoQ receptors
3 (PAQR3) was recently identified as interacting
with Scap/SREBP to tether them to the Golgi (26).
To determine whether WntSa modifies Insig-1
levels, we used SDS-PAGE and immunoblotting
to follow the disappearance of total Insig-1 after
protein synthesis was blocked by cycloheximide
(CHX). We also treated the cells with oxysterols
because degradation of Insig-1 is inhibited when
oxysterols are added to cultured cells (16). Fig. 3F
shows that treatment with sterols stabilized Insig-1
expression in LRPI1-/- MEFs transfected with
Wnt5a (-/-, Wnt5a), but not in mock controls that
do not express Wnt5a (-/-, Mock). This indicates
that sterols and Wnt5a are both required to
stabilize Insig-1 levels. It retains SREBP-2 in the
ER and decreases HMG-CoA reductase levels.
Reduced  cholesterol  accumulation  in
adipocytes of mice overexpressing WntSa in
adipose tissue - To show that Wnt5a limits
intracellular cholesterol accumulation in vivo, we
generated mice that over-express WntSa
selectively in adipocytes (aTgWnt5a). In addition
to its role in storage of excess energy in form of
triglycerides, the adipose tissue contains the
largest pool of cholesterol (27,28). Consistent with
our previous observation in MEFs, ABCGI
mRNA (Fig. 4A) and protein levels (Fig. 4B) were
increased in white adipose tissue from aTgWnt5a
mice. ABCG1 mRNA levels were also
significantly  increased in purified white
adipocytes (Fig. 4C). No difference in macrophage
infiltration of adipose tissue was observed between
aTgWnt5a mice and controls (Fig. 4D), excluding
that increased ABCG1 mRNA levels resulted from
an increased number of macrophages. As observed
in MEFs, ABCA1 mRNA levels were only
moderately increased by Wnt5a overexpression
(Fig. 4E). SREBP-2, liver X receptor alpha
(LXRa), retinoid X receptors (RXRa), as well as
LXR target genes such as SREBP-Ic were
unchanged in aTgWnt5a mice (data not shown).
We also tested whether HMG-CoA reductase
expression was altered in aTgWnt5a mice. In
agreement with our in vitro data, mRNA (Fig. 4E)
and protein levels (Fig. 4B) of HMG-CoA
reductase were 5-6 fold lower in white adipose
tissue from aTgWnt5a mice compared to controls.
Moreover, mRNA levels HMG-CoA synthase, the
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enzyme upstream of the mevalonate pathway,
were 80-90% decreased compared to controls (Fig.
4E). This was accompanied by a 6-8 fold increase
of Insig-1 mRNA levels (Fig. 4F) in white adipose
tissue of aTgWnt5a mice, whereas no difference in
mRNA levels of PAQR3 was seen (Fig. 4F).
Similarly, a 2-fold decrease of total cholesterol
(Fig. 4G) in white adipose tissue of aTgWntSa
mice was observed without difference in the total
amount of triglycerides (data not shown).
Histological analysis did not reveal any difference
in white adipocyte size (Fig. 4H) and no difference
in body weight (data not shown) was observed
between transgenic and control mice even after 24
weeks of a high fat diet. LDL receptor protein
expressions were similar in white adipose tissue
from aTgWnt5a and controls (Fig. 41), suggesting
that cholesterol uptake was not affected. Thus,
over expression of Wnt5a in adipose tissue of mice
decreases the expression of the rate-limiting
enzymes for cholesterol biosynthesis, and
increases the expression of proteins that promote
cholesterol  efflux resulting in  decreased
intracellular cholesterol levels.

The cytoplasmic tail of LRPI prevents
cholesterol intracellular accumulation
independently of WntSa signaling - LRP1 is
known to induce ABCA1 expression (5) and thus
could also limit intracellular cholesterol
accumulation through a Wnt5a-independent
pathway. To test this, we transfected an expression
vector coding for the LRP1 fB-chain (Fig. 5A) in
LRP1-/- MEFs, and subjected these cells to an
adipogenic cocktail for 10 days. In these
conditions, TGF-f cannot bind to LRP1 and did
not induce Wnt5a (Fig. 1A-B). We found that
LRP1 p-chain sufficed to reduce intracellular
cholesterol accumulation (Fig. 5B). Interestingly,
transfection of the LRP1 -chain in LRP1-/- MEFs
was sufficient to increase mMRNA levels of
ABCA1 by 50% (Fig. 5C). Because tyrosine
phosphorylation of the LRP1 cytoplasmic domain
increases its affinity for some adaptor proteins that
are involved in signaling pathways, we replaced
the Y of the NPXY motifs located within the
cytoplasmic tail of LRP1 with an F residue (Fig.
6A). Expression vectors encoding these mutant
forms of LRP1 were stably transfected in LRP1-/-
MEFs, and cells analyzed for their ability to
accumulate  cholesterol upon adipogenesis.
Cholesterol accumulation was abolished when the

2" NPXY (C-Ter) motif was mutated, whereas
when the 1% NPXY (N-Ter) or both motifs (N-Ter/
C-Ter) were mutated, cells accumulated large
amounts of cholesterol (Fig. 6B). MEFs bearing a
mutation on the C-Ter motif behaved like LRP1
wild type cells, and expressed large amounts of
ABCA1 mRNA (Fig. 6D) and of the
phospholipoprotein transfer protein (PLTP) known
to potentiate ABCAL1 activity (29) (Fig. 6E). They
also exported about two times more cholesterol
than when the 1¥ NPXY (N-Ter) or both motifs
(N-Ter/ C-Ter) were mutated (Figure 6F). On the
other hand, because these cells do not express the
external domain of LRP1, they cannot mediate
TGFpB signaling. As a consequence, ABCGI1
mRNA (Fig. 6H), and protein levels (data not
shown), and Wnt5a proteins levels (Fig. 6C) were
not affected.

To identify the protein complex that binds to
LRP1 B-chain and inhibits intracellular cholesterol
accumulation, we stably transfected LRPI-/-
MEFs with a vector expressing a tagged LRP1 -
chain bearing the mutations in the C-Ter and N-
Ter motifs described above. Proteins that bind to
the tail of LRP1 were immunoprecipitated from
lysates with antibodies against the tag, and
identified using a comparative proteomic analysis.
Upon adipogenesis, mass spectrometry analysis
showed that the 2™ NPXY (C-Ter), but not the 1*
NPXY motif is required for binding of Erk2. In
agreement with this, unlike cells bearing the
mutated C-Ter motif, MEFs bearing the mutated
N-Ter motif expressed large amounts of p-Erk1/2
and p-cPLA2 (Fig. 6C), which are known to
release arachidonic acid and antagonize ABCA1
expressions (30), and inhibition of p-cPLA2
activity blocked cholesterol accumulation in these
cells (Fig. 6G). Interestingly, MEFs bearing both
the N-Ter and C-Ter mutations accumulated large
amounts of cholesterol (Fig. 6B) and had low
ABCA1 (Fig. 6D) and PLTP (Fig. 6E) transcript
levels.

Because hydrolysis of cholesterol esters is the
initial step of cholesterol export, and only free
cholesterol is available for its cellular efflux
(31,32), we tested whether LRP1 modifies the
expression of the neutral cholesterol ester
hydrolase (NCEH) (17). Fig. 61 shows that LRP1-
/- MEFs contained lower NCEH1 transcript levels
than LRP1+/+ MEFs. Moreover, MEFs bearing
the mutated C-Ter motif expressed higher NCEH1
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mRNA levels than MEFs bearing the mutated N-
Ter mutation (Fig. 6I). Thus, the 1 (N-Ter) and
the 2" NPXY motif (C-Ter) within the LRP1 p-
chain have opposed effects on ABCAIl and
NCEH1 mRNA levels. The 1® motif activates,
whereas the 2" motif, through the binding of Erk2
decreases transcript levels of these two regulators
of free cholesterol export.

DISCUSSION

We investigated in this study how the
ubiquitously expressed transmembrane receptor
LRP1 prevents intracellular cholesterol
accumulation. We show that two pathways are
involved. TGFP stimulates Wnt5a expression that
down-regulates cholesterol biosynthesis and
increases cholesterol efflux. This pathway requires
the extracellular domain of LRP1. A second
mechanism involves the C-terminal NPxY motif
within the cytoplasmic domain of LRP1, which
recruits Erk2. This is accompanied by an increase
in the expression of NCEH1 and ABCA1 that
allows cholesteryl-esters to be hydrolyzed and free
cholesterol to be exported from cells. This dual
role of LRPI1 concurs to efficiently maintain
cholesterol homeostasis in cells (Fig. 7).

Our data show that Wnt5a restricts the
cholesterol biosynthetic pathway by preventing
proteolytic activation of SREBP-2 and decreasing
HMG-CoA synthase and reductase expressions.
Furthermore, Wnt5a stabilizes Insig-1 expression
and triggers the action of oxysterols on the
regulatory pathway. However, how Wnt5a
interferes with sterols is unknown. Since there is
no sterol-sensing domain on Wnt ligands, it is
unlikely that Wnt5a binds directly oxysterols.
Similarly, in the Insig-1/Scap/sterol complex,
oxysterols do not bind to Scap, and a separate
(not-yet-identified) sterol-binding protein might
mediate the effects of sterols on Scap. Wnt5a
might activate a sterol-binding protein that binds
to Scap and stabilizes the Insig-1/Scap/Cholesterol
complex.

Wnt5a, which mediates a non-canonical Wnt
signaling, is expressed at low Ilevels in
atherosclerotic plaques (33), and its expression
increases in advanced lesions (34) and in lesions
that undergo vascular calcification (12). Wnt5a is
also associated with macrophage inflammatory
responses (35) and plaque instability (36). Thus,
the increase in Wnt5a levels in advanced lesions

could be an attempt to block intracellular
cholesterol accumulation, and this might
ultimately lead to the deleterious effect of
calcifying the lesions.

ABCGI1 is widely expressed in many tissues
and cell types, including macrophages (37-40),
adipose tissue (41), neurons (42), and vascular
smooth muscle cells (5). As reported by Zhou et
al., LRP1-/- primary cultured murine vSMCs with
low levels of endogenous WntSa expressed very
low levels of ABCGI1 (5). Here we show that
deletion of Wnt5a in cultured human vSMCs or in
3T3-L1 preadipocytes using siRNA technology
also decreases ABCGI1 expression (Fig. 2G). In
agreement with these results, ABCG1 mRNA and
protein levels are increased in L-MTK cells and in
MEFs stably over expressing Wnt5a (Fig. 2B-F).
On the other hand, in LRP1+/+ MEFs, we have
not seen major differences in ABCG1 expressions
compared to LRP1-/- MEFs. This indicates that
Wnt5a induces ABCG1 expression in a cell
specific manner. ABCG1 is induced and
translocated from the ER to the plasma membrane
by LXR/RXR heterodimers (43-45), and this
promotes the efflux of cellular cholesterol to
circulating HDL (42-44,46). Nonetheless, an
earlier study reported that ABCGI mRNA
expression can be induced by LXR/RXR-
independent mechanisms (47). Indeed, ABCG1
can show both intracellular and plasma membrane
localizations, even in the absence of LXR/RXR
activators (47). Our results are consistent with this
observation, and show that Wnt5a stimulates
ABCGI mRNA and protein levels independently
of LXRs. This stimulation, by increasing the level
of protein in the cell might contribute to the
redistribution of ABCGI1 from the endoplasmic
reticulum or another cellular compartment (48)
into the plasma membrane. TGFf is known to
increase the expression of ABCG1, ABCA1, and
cholesterol efflux in macrophage derived foam
cells, with a particularly strong effect on ABCG1
(49). Since TGFp participates in the inhibition of
macrophage foam cell formation induced by very
low-density lipoprotein remnants (50), these
results suggest an antiatherogenic role for the
TGFB/LRP1/Wnt5a pathway.

In the present study, we also show that,
independently of the Wnt5a pathway, the
cytoplasmic tail of LRP1 is sufficient to limit
cholesterol accumulation. We identified the 2™
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NPxY motif within the cytoplasmic tail of LRP1
as being critically involved in the regulation of
ABCAL1 expression, another determinant protein
for cholesterol export. We show that mutation of
this domain blocks cholesterol accumulation in
MEFs upon induction of adipogenesis. We also
show that the 2" NPxY motif within the
cytoplasmic tail of LRPI1 is required for the
binding of Erk2, and that Erk1/2 is phosphorylated
when cholesterol does not accumulate. Prior
investigations have shown that p-Erk1/2 induces
phosphorylation of the cytosolic phospholipase A,
(cPLA,). Activated cPLA, then releases
arachidonic acid from the phospholipid pool, and
suppresses ABCAT1 expression (5). Here we show
that the cytoplasmic tail of LRP1 not only recruits
Erk2, but also mediates cPLA, phosphorylation in
MEFs. Interestingly, MEFs bearing the N-Ter
mutation or both the N-Ter and C-Ter mutations
accumulate large amounts of cholesterol and
behave like LRP1-/- MEFs. They also exhibit low
transcript levels of ABCA1, PLTP and NCEHI.
This suggests that upon adipogenesis, a yet
unidentified activator of ABCA1 binds to the N-
Ter NPxY motif of the LRP1 p-chain. In
conclusion, these regulatory events, which we
have shown here in MEFs, could be modulated
further in a cell type specific manner in vivo,
depending on the presence and activity of
interacting proteins and ancillary factors.

How LRP1 induces Wnt5a expression remains
unclear. It might involve cleavage and nuclear
translocation of the cytoplasmic domain of LRP1,
a mechanism known to stimulate transcription.
Likewise, upon LPS treatment intramembranous
processing of LRP1 releases its cytoplasmic
domain from the plasma membrane and promotes
its translocation to the nucleus, where it binds to
and represses [FN-y transcription (51).

Collectively, the data presented in our study
demonstrate that Wnt5a and LRP1 have a
remarkable synergistic effect on the regulation of
intracellular cholesterol homeostasis. When LRP1
is deleted, cells accumulate large amounts of
cholesterol due to the loss of ABCA1, NCEHI1 and
Wnt5.  TGF-f  stimulated  LRP1-mediated
induction of Wnt5a is an event that requires the
extracellular domain of LRP1 (Fig. 7). Wnt5a
inhibits endogenous cholesterol biosynthesis and
increases expression of ABCG1, one of the main
proteins for cholesterol export (Fig. 7). In contrast,

the expression of ABCA1 and NCEH]1 is under the
control of the 1 and the 2" NPXY motifs within
the LRP1 P-chain (Fig. 7). Characterization of
new factors interfering with the
TGFB/LRP1/Wnt5a pathway is a prerequisite to
develop suitable new treatment strategies that will
complement lipid-lowering therapies and help to
fight against cholesterol accumulation diseases
such as atherosclerosis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: TGFpB stimulates Wnt5a expression via LRP1’s extracellular domain. A, Western blot
analysis of Wnt5a upon TGFf treatments (5 ng/ml) in LRP1+/+ and LRP1-/- MEFs (n=4). B, Quantitative
RT-PCR analysis of Wnt5a upon TGFf treatments in LRP1+/+ and LRP1-/- MEFs, and in LRP1-/- MEFs
stably transfected with an expression vector coding for the cytoplasmic tail of LRP1 (pB-chain), or the
mock control (Mock) (n=4). Values are means + SEM with *, p < 0.05.

Figure 2: WntS5a stimulates cholesterol efflux and ABCG1 expression. Cells were untreated (T0) or
treated with an adipogenic mixture for 10 days (T10) to stimulate cholesterol accumulation. A,
Cholesterol efflux in LRP1-/- MEFs stably transfected with an expression vector coding for Wnt5a
(LRP1-/-, Wnt5a) or the mock control (LRP1-/-, Mock) (n=4). B, Quantitative RT-PCR analysis of
ABCGI in LRP1+/+ and LRP1-/- MEFs, and LRP1-/- MEFs stably transfected with an expression vector
coding for Wnt5a (LRP1-/-, Wnt5a) or the mock control (LRP1-/-, Mock) (n=7). C, Western blot analysis
of the indicated genes in LRP1+/+, LRP1-/- MEFs, and LRP1-/- MEFs stably transfected with Wnt5a
(LRP1-/-, Wnt5a) or mock (LRP1-/-, Mock) (n=3). D, immunostaining of ABCG1 (green) in LRP1-/-
ME-Fs stably transfected with Wnt5a (LRP1-/-, Wnt5a) or mock (LRP1-/-, Mock). Nucleus is stained with
Dapi in blue (n=6). E, Quantitative RT-PCR and F, representative Western blot analysis of ABCG1 in
wild type (Wt) or WntSa stably transfected (Wnt5a+) LMTK cells (n=3). G, representative Western blot
analysis of ABCG1 in 3T3-L1 preadipocytes and cultured human vSMCs treated with siWnt5a vs control
(n=3). H, Quantitative RT-PCR analysis of the indicated genes in LMTK stably transfected with a Wnt5a
expression vector (Wnt5a+) and in wild type cells (Wt) (n = 4). I, Effects of 6 and 8 hours of actinomycin
D treatments on ABCG1 transcripts in LRP1+/+ and LRP1-/- MEFs, and LRP1-/- MEFs stably transfected
with an expression vector coding for Wnt5a (LRP1-/-, Wnt5a) or with a mock control (LRP1-/-, Mock) (n
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= 4). J, LRP1-/-, Wnt5a MEFs transiently transfected with luciferase reporter containing the ABCGI
promoter A, B, or an empty vector in untreated cells (n=3). Values are means + SEM with *, p <0.05.

Figure 3: Wnt5a-mediated inhibition of SREBP-2 processing and cholesterol biosynthesis. A,
Quantitative RT-PCR analysis of the HMG-CoA reductase in LRP1+/+ and LRP1-/- MEFs, and LRP1-/-
MEFs stably transfected with an expression vector coding for WntS5a (-/-, Wnt5a) or the mock control
(Mock) upon adipogenesis (n=7). B, HEK 293 cells were stably transfected with an expression vector
coding for SREBP-2 and transiently transfected with an expression vector coding for Wnt5a or with an
empty vector (mock). Cell lysate, membrane (Mb) and nuclear (N) extracts were subjected to SDS-PAGE
followed by immunoblot analysis. Precursors and Nuclear forms denote the uncleaved membrane
precursor and cleaved nuclear forms of SREBP-2, respectively (n=5). C, HEK 293 cells stably transfected
with an expression vector coding for SREBP-2 were incubated at 37 °C in standard medium. After
transient transfection with an expression vector coding for Wnt5a or mock cells were incubated in medium
containing 5% sterol-depleting serum and treated for 20 h with a mixture of sterols containing the
indicated final concentration of 25-hydroxycholesterol as described in the “experimental procedures”.
Nuclear extracts and membrane fractions were prepared and an aliquot of each fraction (60ug of protein)
was subjected to SDS-PAGE and immunoblot analysis (n=3). D, Densitometric scanning of the nuclear
extracts (n=3). E, HEK 293 cells stably transfected with an expression vector coding for SREBP-2 were
incubated at 37 °C in standard medium. After incubation for the indicated time with Wnt5a or mock
conditioned medium membrane (Mb) and nuclear (N) extracts were subjected to 10% SDS-PAGE
followed by immunoblot analysis (n=5). F, LRP1+/+ (+/+), and LRP1-/- MEFs stably transfected with an
expression vector coding for Wnt5a (-/-, Wnt5a) or a mock control (-/-, Mock) were transfected with pTK-
Insigl-Myc. On day 0, cells were set up at 5X10° cells per 100 mm dish in medium containing 5% sterol-
depleting serum. Cells were then switched to fresh medium containing 50 mM CHX in the presence of 1
ug/ml 25-hydroxycholesterol (25-OH). At the indicated time after CHX addition, cells were harvested and
fractionated, and aliquots of whole-cell lysates were subjected to 10% SDS-PAGE and immunoblot
analysis with monoclonal anti-Myc IgG against Insig-1 (n=4). Values are means + SEM with *, p < 0.05.

Figure 4: Adipose tissue in aTgWnt5a mice display inhibition of the mevalonate pathway and
increased ABCG1 expression. A, Quantitative RT-PCR analysis of ABCG!I in white adipose tissue from
mice transgenic for Wnt5a (aTgWnt5a) and controls (Ctrl). B, Western blot analysis of the indicated
proteins in white adipose tissue from aTgWnt5a and control mice. C, Quantitative RT-PCR analysis of
ABCGT1 in purified white adipocytes. D, Densitometry of western blot analysis of macrophage markers in
white adipose tissue. E, Quantitative RT-PCR analysis of the indicated genes in adipose tissue from
aTgWnt5a and controls. F, Quantitative RT-PCR analysis of Insig-1 and PAQR3 in adipose tissue from
aTgWnt5a and control mice. G, Cellular cholesterol in white adipose tissue from aTgWnt5a and controls.
H, White adipocyte size in aTgWnt5a and controls. I, Western blot analysis of the LDLr in white adipose
tissue from aTgWnt5a and controls. Data represent mean = SEM from 5-7 mice in each group. *, p < 0.05.

Figure 5: The cytoplasmic tail of LRP1 blocks cholesterol accumulation. Cells were treated with the
adipogenic mixture for 10 days to stimulate cholesterol accumulation. A, Schematic representation of
LRP1’s cytoplasmic tail (B-chain) with NPxY motifs. B, Plates of LRP1 +/+, LRP1 -/- MEFs, and MEFs
expressing LRP1’s -chain, or mock. The extent of cellular lipid accumulation was determined by Oil Red
O staining (n=5). C, Quantitative RT-PCR analysis of the indicated genes in LRP1 +/+ and LRP1 -/-
MEFs, and in MEFs expressing the -chain of LRP1 or mock (n=5). Values are means + SEM with *, p <
0.05.

Figure 6: The 2" NPxY motif within the cytoplasmic tail of LRP1 blocks cholesterol accumulation.

Cells were treated with the adipogenic mixture for 10 days to stimulate cholesterol accumulation. A,
Schematic representation of LRP1’s cytoplasmic tail with the NPxY motif mutations. B, Plates of LRP1-/-
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MEFs stably transfected with an expression vector coding for the B-chain of LRPI1 and bearing the
proximal NPxY (N-Ter), the distal NPxY (C-Ter) or both NPxY motifs (N-Ter + C-Ter) mutated (n=8).
The extent of cellular lipid accumulation was determined by Oil Red O staining. C, Western blot analysis
of the indicated proteins (representative of n=3) and D, Quantitative RT-PCR analysis of ABCA1 and E,
PLTP, in the N-Ter, the C-Ter, the N-Ter + C-Ter mutants, and the mock control (n=4). F, Cholesterol
efflux in the N-Ter, the C-Ter, the N-Ter + C-Ter mutants, and the mock control (n=3). G, Treatments of
the N-Ter and the C-Ter mutants with a p-cPLA2a inhibitor (400uM). The extent of cellular lipid
accumulation was determined by Oil Red O staining. A representative experiment is shown (n=3). H,
Quantitative RT-PCR analysis of ABCG1 (n=7), and I, NCEH1 in the N-Ter, the C-Ter, the N-Ter + C-
Ter mutants, and the mock control (n=4). Values are means + SEM with *, p < 0.05. NS=Not significant.

Figure 7: A schematic diagram of LRP1/Wnt5a-dependent inhibition of intracellular cholesterol
accumulation. TGFf through the LRP1 extracellular domain positively regulates a canonical Wnt5a
signaling pathway. Wnt5a stimulates ABCG1-mediated cholesterol export. Wnt5a also inhibits SREBP-2
processing and cholesterol biosynthesis. Furthermore, the tail of LRP1 independently of Wnt5a, blocks
cholesterol accumulation through the binding of Erk2 to the second NPxY motif, and the concomitant
stimulation of ABCA1 and NCEHI1 expressions. The synergy of the mechanisms that signal through both
the extracellular domain and the cytoplasmic tail of LRP1 limits cholesterol intracellular accumulation.
Conversely, in the absence of LRP1, Wnt5a is down regulated, and cells accumulate cholesterol.
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FIGURE 5
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Figure 64 : Hypothése mécanistique de I'effet de la signalisation LR1/Wnt5a sur le métabolisme
du cholestérol. TGF3 stimule I'expression de Wnt5a via le domaine extracellulaire 81 Wnt5a
active une signalisation qui conduit a 'augmentation de I'expressioARIEG1 et la diminution de
I'expression de 'HMGCoA-Reductase. LRP1 contrble égalemenptession de ABCAL et NCEH1 par
une voie indépendante de Wnt5a.
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L’objectif de cette premiére partie du projet de thése était de caractériser les mécanismes par
lesquels la voie de signalisation LRP1/Wnt5a limite I’accumulation intracellulaire de

cholestérol.

Nos travaux ont montré que le domaine extracellulaire du récepteur LRP1 permet 1’activation
par TGFB d’une voie impliquant Wnt5a, qui agit alors sur deux paramétres du métabolisme
du cholestérol pour limiter son accumulation dans les cellules :

- Wnt5a inhibe la synthése endogene de cholestérol en interférant avec la translocation
nucléaire de SREBP2, via la stabilisation de Insigl.

- Wnt5a active I’efflux de cholestérol en augmentant 1’expression du transporteur ABCGI.

Par ailleurs, 1’équipe a montré que les motifs NPXY du domaine intracellulaire de LRP1
controlent une voie de signalisation impliquant Erk2 qui régule I’expression de ABCA1 et
NCEH, et ce indépendamment de Wnt5a.

Ainsi, LRP1, par deux mécanismes distincts et complémentaires, limite I’accumulation

intracellulaire de cholestérol (figure 64).

Ces données apportent de nouvelles informations sur le réle de LRP1 et de la signalisation
Wnt5a dans le métabolisme du cholestérol et ouvrent de nouvelles perspectives quant a leurs

rOles dans 1’athérosclérose et son traitement.
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Confirmation du role de Wnt5a dans la protection contre

I’athérosclérose

L’athérosclérose est caractérisée par 1’accumulation de cellules spumeuses, de
cholestérol libre, de matrice extracellulaire et de dépdts calcaires dans I’espace sous-
endothélial des parois artérielles. Les cellules spumeuses sont des macrophages et des CMLv
qui accumulent de grandes quantités de cholestérol sous forme de gouttelettes
cytoplasmiques. Le rdle protecteur de LRP1 contre ’accumulation de cholestérol dans les
CMLyv a dé¢ja été établi (Boucher et al., 2003; Zhou et al., 2009b) et ce travail de thése repose
sur I’hypothese selon laquelle cet effet protecteur de LRP1 passe par I’activation d’une voie
de signalisation Wnt5a.

En partie I, nous avons décrit in vitro et dans le tissu adipeux des souris transgéniques
aTgWnt5a une voie de signalisation TGFB/LRP1/Wnt5a qui met en place des mécanismes
visant a faire baisser le taux de cholestérol intracellulaire : I’activation de D'efflux et
I’inhibition de la synthése. Pour déterminer si cette voie de signalisation pouvait limiter le
développement de l'athérosclérose en inhibant la formation des cellules spumeuses et ainsi
démontrer notre hypothése, nous avons utilisé 3 stratégies : les 2 premicres consistaient a
activer pharmacologiquement la voie de signalisation Wnt dans les souris invalidées pour
LRP1 dans les CMLv (sm22LRP1-) et leurs contrdles sm22LRP1+; la dernic¢re stratégie
consistait a invalider Wnt5a spécifiquement dans les CML de souris LDLR-/- (souris

sm22Wnt5a- et leurs contrdles sm22Wnt5a+).

I. Traitement des sm22LRP1- avec du LiCl

Les souris sm22LRP1- développent rapidement des Iésions athéromateuses
lorsqu’elles sont soumises a régime Paigen et les artéres de ces animaux expriment tres peu de
Wnt5a (Boucher et al., 2003; Woldt et al., 2012). Les MEF LRP1-/- expriment également tres
faiblement Wnt5a et accumulent du cholestérol apres différenciation adipogénique. La perte
d’expression de Wnt5a dans ces cellules se traduit notamment par une diminution de la
quantité de B-caténine nucléaire, ce qui confirme que la signalisation Wnt est altérée dans les
MEF LRP1-/- par rapport aux MEF LRP1+/+ (Terrand et al., 2009).

Le chlorure de lithium (LiCl) est un inhibiteur de la GSK3, I’enzyme qui phosphoryle

et permet la dégradation de la B-caténine (Cohen and Goedert, 2004). Il agit donc comme un
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activateur de la signalisation Wnt/B-caténine en permettant la stabilisation de la B-caténine et
sa translocation dans le noyau. Notre équipe a montré que ’ajout de LiCl au milieu de culture
des MEF LRPI-/- en différenciation adipocytaire permet de limiter 1’accumulation de
cholestérol (Terrand et al., 2009). Par ailleurs, le LiCl diminue la formation de lésions
athéromateuses chez les souris ApoE-/- sous régime Paigen (Choi et al., 2010). Pour observer
si le LiCl pouvait limiter I’accumulation de cholestérol in vivo et diminuer la formation de
lésions athéromateuses chez les souris sm22LRP1-, nous avons reproduit le protocole décrit
par Choi et son équipe: nous avons ajouté du LiCl dans 1’eau de boisson des souris
sm22LRP1- et sm22LRP1+ (4 souris par groupe), de fagon a apporter 10 mg/kg/jour de LiCl
a chaque animal. Un groupe contrdle composé de 2 souris de chaque génotype a recu de I’eau
sans LiCl. Le traitement a débuté simultanément au régime Paigen de 2 mois. Apres
dissection, les coupes en face des aortes ont été colorées au Sudan IV pour colorer les lipides
neutres et révéler les 1ésions athéromateuses. Le pourcentage de surface de 1’aorte 1ésée a été
quantifié grace a un logiciel de traitement d’image.

Aprés quantification, nous n’avons pas observé de différence significative en termes
d’étendue des 1ésions athéromateuses entre les souris sm22LRP1- traitées par le LiCl et les
non traitées (figure 65). Les Iésions présentent chez les souris contrdles sm22LRP1+ étaient
peu nombreuses et leur étendue était similaire entre les souris traitées avec le LiCl et les non
traitées. Il semble que dans ces conditions expérimentales, le LiCl ne soit pas efficace pour
diminuer le développement de I’athérosclérose chez les souris sm22LRP1-. Avant de conclure
de facon définitive, nous devrons répéter 1’expérience en augmentant I’effectif ainsi que la
concentration de LiCl et/ou la durée du traitement. Dans 1’étude de référence, le traitement
des souris ApoE-/- dure jusqu’a 14 semaines (Choi et al., 2010). De plus, nos souris de fond
génétique LDLR-/-, présentent un taux basal de LDL moins élevé que les souris ApoE-/- de
I’étude. Ces dernieres sont donc a priori plus susceptibles de développer des 1ésions que les
sm22LRP1-, ce qui pourrait expliquer qu’en reproduisant le protocole exact de Choi et son

équipe, nous n’observons pas de différences sur les 1ésions.

I1. Injection de WntS5a purifiée chez les souris sm22LRP1-

WntSa est faiblement exprimé dans les aortes des souris sm22LRP1- (Woldt et al.,
2012) qui développent plus de lésions que les souris sm22LRPI1+. Puisque nous avons
observé in vitro que Wnt5a protege de I’accumulation de cholestérol (Terrand et al., 2009),

nous pensons qu’augmenter la quantit¢ de Wnt5a dans la paroi artérielle chez les souris
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Figure 66 : Evaluation de la concentration de la protéine Wnt5a recombinante purifiée. A.
Chromatogrammaele la chromatographieéchangeuse’ions. Le pic encadrécorresponda la protéine
Whnt5a.B. Westernblot desfractionsmontrantque les fractions9, 10 et 11 sontles plus concentrésen
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Figure 67 : La protéine Wnt5a recombinante purifiée active la signalisation Erkin vitro. Analyse par
western blot de la quantité de protéine Erk phosphorylée par rapport a la quantité de Erk totale aprés
traitement des MEF LRP1+/+ par100 ng/ml de rwnt5a purifiée pendant les temps indiqués.
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sm22L.RP1- permettrait de limiter I’accumulation de cholestérol et donc le développement des
lésions.

L’injection intrapéritonéale d’une autre protéine de la famille Wnt, Wnt3a
recombinante a été réalisée chez des souris mutées pour LRP6, un co-récepteur de Fzd
impliqué dans la signalisation Wnt. Ces animaux présentent notamment une hyperlipidémie et
une stéatose hépatique et les auteurs montrent que I’injection de Wnt3a recombinante permet
de diminuer la fraction de SREBP2 nucléaire et d’inhiber 1’accumulation de cholestérol dans
les hépatocytes (Go et al., 2014). Pour tester si Wnt5a pouvait, de la méme maniére que
Wnt3a, limiter I’accumulation de cholestérol dans les cellules de la paroi artérielle et protéger
les souris sm22LRP1- contre 1’athérosclérose, nous avons injecté la protéine Wnt5a

recombinante purifiée a ces souris et observé 1I’étendue des 1ésions athéromateuses.

11.1 Contréle de activité de la Wnt5a purifiée

Nous avons purifiée la protéine Wnt5a recombinante (rWnt5a) par chromatographie a
partir de milieu conditionné de LMTK Wnt5a+ (cf Matériel et Méthode) (Mikels and Nusse,
2006b; Willert et al., 2003) et évalué sa quantité a 53ug dans notre solution de 3ml, soit une
concentration de 17,6ug/ml, a partir de la valeur de la DO a 280nm de la solution et du
coefficient d’absorption molaire de Wnt5a (figure 66).

Avant d’injecter la protéine rWnt5a aux souris, nous avons vérifié in vitro si elle était
toujours active apres le processus de purification. Un des intermédiaires de la signalisation
non canonique Wnt5a est la protéine Erk1/2 (Masckauchan et al., 2006; Su Jung et al., 2013)
et nous avons vérifié par western blot que la rWnt5a était en mesure d’activer la
phosphorylation de cette protéine. Nous avons trait¢ des MEF LRP1+/+ par 100ng/ml de
rWnt5a et nous avons pu observer la présence de Erk1/2 phosphorylée apres 2h et 6h de
traitement (figure 67). Ce résultat montre que la protéine rWnt5a est efficace pour activer sa

signalisation non canonique, ce qui suggere que son activité est préservée.

11.2 Injection de Wnt5a purifiée chez les souris sm22LRPI-

Les souris sm22LRP1- expriment trés peu de Wnt5a au niveau aortique (Woldt et al.,
2012). Notre hypothése est que des injections de rWnt5a purifiée chez ces souris pourraient
atténuer le développement des 1ésions en inhibant I’accumulation de cholestérol au niveau de
la paroi artérielle. Nous avons choisi d’injecter chez les souris sm22LRP1- et les contrdles

sm22LRP1+ une dose de 25 pg/kg de rWnt5a, la méme dose que celle de rWnt3a injectée
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Figure 68 : L'injection de protéine Wnt5a recombinante purifiée ne diminue pas I'étendue des
lésions athéromateuses chez les souris sm22LRP1 - . Boupes en face des aortes de souris
sm22LRP1- et sm22LRP1+ traitées ou non par des injections intra-péritonéales de 25 pg/kg de Wnt5a
recombinante (rWnt5a) aprés 2 mois de régime Paigen. Les lésions sont colorées au SuBan IV.
Quantification avec ImageJ de la surface des aortes touchées par des lésions (6.2V3)eurs de la
surface des Iésions pour chaque souris.
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chez les souris dans I’étude de Go et son équipe (Go et al., 2014). Le groupe contrdle a regu
des injections d’un volume équivalent de solution controle (mock) stérile (3 souris par
groupe). Tous les animaux ont été soumis a un régime Paigen de 2 mois et les injections ont
été réalisées tous les 2 jours pendant la durée du régime. Excepté la durée du traitement, ce
protocole est identique a celui utilisé pour les injections de Wnt3a recombinante (Go et al.,
2014). Les souris ont ensuite ¢té disséquées et les aortes prélevées pour réaliser des coupes en
face puis colorées au Sudan IV pour marquer les lipides neutres (figure 68.A).

La quantification de la surface des Iésions athéromateuses révele qu’il n’y a pas d’effet
significatif du traitement par rWnt5a sur les groupes de souris (figure 68.B). On observe par
ailleurs une grande variabilité intragroupe que le petit nombre de souris ne peut atténuer. Chez
I’une des souris sm22LRPI1- traitée par la solution contrdle, 83,7% de sa surface aortique
présente des 1ésions quand les aortes des 2 autres souris de ce groupe en présentent 30-35%
(figure 68.C). La différence entre les souris sm22LRP1- traitées avec rWnt5a par rapport aux
controles traitées avec la solution mock n’est donc pas significative. Il apparait que I’injection
de rWntS5a purifiée n’inhibe pas le développement de I’athérosclérose chez les souris
sm22LRP1- dans les conditions expérimentales choisies.

Une hypothése pour expliquer cette absence d’effet est que la rWnt5a a perdu une
partie de son activité soit au cours de la purification soit durant le temps de 1’expérience. Pour
tester cette hypothese, il a été vérifié a postériori au laboratoire si la protéine rWntSa était
toujours active et pouvait assurer son effet inhibiteur sur I’accumulation de lipides in vitro.
Des MEF LRP1-/- ont été traitées avec le cocktail de différenciation adipogénique auquel était
additionné la protéine rWnt5a a une concentration finale de 100 ng/ml ou du sérum
physiologique. Apres 7 jours de traitement, les cellules ont été colorées a 1’huile rouge pour
marquer les lipides neutres tels que les esters de cholestérol. La coloration était identique dans
les cellules différenciées traitées avec rWnt5a et dans les cellules traitées avec le sérum
physiologique, indiquant que la protéine purifiée n’a pas inhibé I’accumulation de cholestérol
et n’était donc plus active. Nous n’avons pas pu réitérer I’expérience en augmentant la
concentration de rWnt5a car nous étions limités en quantité de protéine purifiée. Ainsi, méme
si la rWnt5a est efficace pour activer la signalisation Erk, on peut supposer qu’une partie de
son activité ait été altérée et qu’elle ne peut stimuler la voie canonique qui limite
I’accumulation de cholestérol. Cette altération de 1’activité de la rWnt5a explique que les
injections n’aient pas eu I’effet inhibiteur attendu sur le développement de 1’athérosclérose.

Wnt5a est connue pour étre une protéine fragile et peu soluble (Willert et al., 2003), ce

qui rend sa purification plus difficile. De plus, elle présente des modifications post-
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traductionnelles de type glycosylation et palmitoylation indispensables a son activité
(Kurayoshi et al., 2007) qui peuvent étre altérées lors de la purification. Notre protocole de
purification, bien qu’efficace pour obtenir la protéine, nécessite d’étre optimisé pour garantir
I’intégrité de la protéine. Nous devons également améliorer la méthode de conservation de la
protéine pour maintenir son activité tout au long de 1’expérimentation.

-

Ces deux premiéres approches dans lesquelles nous avons tenté d’activer la signalisation

Whnt5a dans les souris sm22LRP1- ne permettent pas de conclure quant au role de cette
signalisation dans la prévention des lésions d’athérosclérose. De nombreuses mises au

point sont nécessaires pour améliorer les conditions expérimentales, notamment dans

kl’utilisation de rWntSa purifiée. /

III. Invalidation de Wnt5a dans les CMLYv des souris LDLR-/-

Les souris LDLR-/- invalidées pour LRP1 dans les CMLv (sm22LRP1-) développent
plus de 1ésions athéromateuses que leur controle sm22LRP1+ et expriment peu de Wnt5a au
niveau des artéres (Boucher et al., 2003; Woldt et al., 2012). LRP1 a donc un role protecteur
contre 1’athérosclérose chez ces souris. Par ailleurs, nous avons montré in vitro que Wnt5a
limite ’accumulation intracellulaire de cholestérol en activant son efflux et en inhibant sa
synthése endogene. Notre hypotheése est que Wnt5a participe a I’effet athéroprotecteur de
LRP1 dans les CMLyv, et pour le démontrer, nous avons utilisé des souris LDLR-/- invalidées
pour Wnt5a dans les CMLv qui avaient été générées au laboratoire. Si notre hypothése se
confirme, ces souris sm22Wnt5a- devraient présenter un phénotype similaire a celui des
sm22LRP1- et développer plus de 1ésions que les contrdles sm22Wnt5a+.

Lors de I’établissement de la lignée de souris sm22Wnt5a- (Cret+) (c¢f Matériel et
M¢éthode), il a été observé que le nombre de souris de ce génotype était largement inférieur au
nombre de souris du génotype contrdle sm22Wnt5a+ (Cre-). Nous avons dans un premier
temps cherché a déterminer les origines de cette disparité dans le nombre d’animaux, et dans
un second nous avons analysé I’effet de I’invalidation de Wnt5a sur les Iésions

athéromateuses chez les souris survivantes.
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I11.1 L’invalidation de Wnt5a affecte la viabilité des souris

I11.1.1 Répartition non mendélienne des souris sm22Wnt5a-

D’apres les lois sur 1’hérédité établies par Mendel, quel que soit le géne portant les
sites loxP, le croisement d’une souris Cre + avec une souris Cre - devrait théoriquement
donner naissance a 50% d’individus Cre + et 50% d’individus Cre -. Nous nous attendons
donc a obtenir 50% de souris sm22Wnt5a- (Cre+) et 50% de souris sm22Wnt5a+ (Cre-),
toutes LDLR-/-. Au cours de I’établissement de la lignée, il a rapidement été observé que la
répartition mendélienne n’était pas respectée. Le génotypage des nouveau-nés est effectué
entre 3 et 7 jours apres la naissance, et a ce stade nous observons une répartition de 17,87% de
souris Cre+ pour 82,13% de Cre-, sur un total de 291 souris (figure 69). L’invalidation de
Wnt5a dans les CMLyv entraine donc une hausse de la mortalité chez les souris.

Pour confirmer que c’est bien cette invalidation qui est a I’origine de la mortalité des
souris et exclure la responsabilité de 1’expression la recombinase Cre, la répartition des
nouveau-nés sm22Cre+ et sm22Cre- hétérozygotes pour WntSa floxé (Wnt5a lox/wt) a été
analysée. Lorsque les animaux Wnt5a lox/wt sont croisés avec les animaux sm22Cre+, seul
un allele du géne WntSa est excisé¢ chez les nouveau-nés et les CMLv expriment donc
toujours une copie du gene. Entre les nouveau-nés sm22Cre+, WntSa lox/wt et sm22Cre-,
Wnt5a lox/wt, la distribution respecte les lois mendéliennes (figure 70). Ces données
signifient d’une part que I’expression de la recombinase Cre dans ce contexte génétique
n’entraine pas la hausse de mortalité observée chez les souris homozygotes pour Wnt5a floxé,
et d’autre part que I’invalidation d’un seul allele du géne Wnt5a ne suffit pas a causer cette
hausse de mortalité.

Enfin, la répartition des nouveau-nés en fonction de I’expression du LDLR a été
mesurée afin de vérifier si ’invalidation de ce récepteur pouvait impacter la survie des
animaux. Lorsque 1’on observe la répartition des souris sm22Wnt5a- et sm22Wnt5a+ qui
expriment le LDLR (LDLR+/+), on retrouve la diminution du nombre de nouveau-nés chez
les sm22Wnt5a- (figure 71.A). C’est également le cas lorsque les souris sont hétérozygotes
pour le LDLR (LDLR+/-) (figure 71.B). Ces données générées récemment au laboratoire
signifient que I’augmentation de la mortalité chez les souris sm22Wnt5a- est indépendante de
I’expression ou de I’invalidation du LDLR.

On peut conclure de ces observations que I’invalidation de Wnt5a spécifiquement dans

les cellules musculaires lisses vasculaires est partiellement 1étale pour les souris.
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111.1.2 Wnt5a n’affecte pas le développement embryonnaire

Wnt5a est impliqué dans les processus du développement embryonnaire tels que la
migration et la prolifération des cellules et dans la mise en place de nombreuses structures
comme le cerveau et la téte, les membres inférieurs et supérieurs, la queue... (Yamaguchi et
al., 1999). Son invalidation totale est 1étale chez la souris, elle entraine de nombreux défauts
de morphologie (membres plus petits, face malformée, absence de queue) et les animaux
meurent quelques heures aprés la naissance (Buttler et al., 2013; Schleiffarth et al., 2007;
Yamaguchi et al., 1999). Le promoteur sm22 est exprimé dans les CMLv a 9,5 jours de
développement embryonnaire (E9,5), dans le cceur entre E8,5 et E12,5 et dans les muscles
squelettiques entre E9,5 et E12,5. A 1’age adulte, son expression n’est maintenue que dans les
CML (Li et al., 1996a). Chez nos souris sm22Wnt5a-, I’invalidation spécifique de Wnt5a dans
ces différents types cellulaires, a I’origine de la 1étalité des animaux, a donc lieu entre 8,5 et
12,5 jours de développement embryonnaire.

Pour déterminer si cette invalidation de Wnt5a pouvait entrainer un défaut de
développement embryonnaire des souris et expliquer la diminution du nombre de nouveau-nés
sm22Wnt5a-, nous avons disséqué des femelles gestantes a E14,5 et a E18,5 et mesuré la
répartition entre les embryons Cre+ et les embryons Cre-. La figure 72 montre qu’aux stades
embryonnaires E14,5 et E18,5 la répartition mendélienne est respectée entre les deux
génotypes. La taille et la morphologie des embryons apparaissaient normales et aucun critére
macroscopique ne permettait de différencier visuellement les embryons Cre+ des Cre-. Nous
n’avons pas non plus noté la présence d’embryons résorbés, indicateurs d’un arrét précoce du
développement. Le nombre d’individus analysés est faible a ce stade de I’étude (19 embryons
de chaque génotype), cependant il semble que I’invalidation de Wnt5a dans les CML, le cceur
et les muscles squelettiques n’affecte pas le développement des structures embryonnaires des
souris. Il semble donc que les femelles donnent naissance a 50% de nouveau-nés de chaque

génotype et que la mort des animaux sm22Wnt5a- survienne peu de temps apres la mise-bas.

111.1.3 La mort des souris est périnatale

Pour déterminer a quel moment survient la mort des animaux, nous avons choisi
arbitrairement de mesurer la répartition des souris de chaque génotype a I’age de 10 jours. On
observe qu’a 10 jours, seul 12,9% de P’effectif de 155 souris est constitu¢ de sm22Wnt5a-
tandis que 87,1% sont des sm22Wnt5a+. La mort des nouveau-nés sm22Wnt5a- survient donc

avant I’age de 10 jours (figure 73.A).

129



sm22Wnt5a -

sm22Wntb5a +

x10 x20 x40

sm22Wnt5a -

sm22Wnt5a +
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Pour affiner ce laps de temps, les portées ont été surveillées dans les heures suivant la
mise-bas, ce qui a permis de retrouver 19 nouveau-nés morts. L’analyse de leur génotype a
montré que 73,7% de ces souris mortes sont sm22Wnt5a- et seulement 26,3% sont des
contrdles sm22Wnt5a+ (figure 73.B). Le nombre de souris est limité mais ces données

suggerent que la mort des animaux sm22Wnt5a- a lieu trés peu de temps aprés la naissance.

/ L’invalidation de WntS5a spécifiquement dans les CMLv entraine UD

augmentation de la mortalité chez les souris, ce qui signifie que WntSa a un role
protecteur pour le systeme cardiovasculaire. Cette Ilétalité a rendu difficile
I’établissement d’une lignée, faute d’un nombre d’animaux suffisant pour permettre a la
fois la reproduction pour I’expansion de la lignée et la constitution de groupes a mettre
sous régime. D’autres expériences sont nécessaires pour déterminer les causes de cette

mort périnatale et ainsi mieux comprendre le réole protecteur de Wnt5a dans le systéme

erdiovasculaire des souris.

1I1.2 Analyses des aortes des souris sous régime standard

Sur les souris survivantes, nous avons commencé par évaluer un éventuel effet de
I’invalidation de Wnt5a sur la structure des vaisseaux et sur I’apparition des l€sions dans
’aorte des souris recevant un régime standard. Une souris sm22Wnt5a- et une controle ont été
disséquées a I’age de 15 mois et les coupes histologiques des aortes ont été colorées a
I’hématoxyline/€osine.

Au niveau des parties saines des aortes, nous n’observons pas de différences de
structure évidentes entre les deux lignées de souris. L’épaisseur de la média et ’adventice de
chaque aorte sont identiques (figure 74 A) ce qui suggére que I’invalidation de Wnt5a dans les
CMLv ne perturbe pas la structure des vaisseaux des souris.

Les deux souris ayant un fond génétique LDLR-/-, a 1’age de 15 mois leurs aortes
présentent des lésions athéromateuses. Dans les 2 aortes, on observe une augmentation du
nombre de noyaux traduisant une prolifération des CMLv qui aboutit a un épaississement de
la média. On remarque également au niveau du ceceur des Iésions, des cellules spumeuses et
des espaces vides laissés par la dissolution des cristaux de cholestérol lors du processus de
coloration (Grebe and Latz, 2013) (figure 74 B). Chez la souris sm22Wnt5a-, on remarque, au

niveau de la média située sous les 1ésions, que les cellules musculaires lisses présentent une

/
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Figure 75 : L'invalidation de Wnt5a dans les CMLv augmente I'athérosclérose.Coloration au
Sudan IV de coupes en face d’aortes de souris sm22Wnt5a— et sm22Wnt5a+ agées de 2 mois et mises
sous régime Paigen pendant 6 mois (n=3, p<0,05) .
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morphologie cubique, différente de la morphologie fusiforme normale de ce type cellulaire
(figure 74.B, encadr¢).

Chez ces deux souris sous régime standard, nous n’avons pas observé de différences
de structure ou de morphologie des cellules entre les zones saines des aortes. La morphologie
anormale des CMLv suggere que l’invalidation de Wnt5a altére leur phénotype lors du

développement des 1ésions athéromateuses provoquées par le vieillissement.

111.3 Analyse des aortes des souris sous régime Paigen

Les souris sm22LRP1- développent plus de lésions d’athérosclérose que les souris
témoins lorsqu’elles sont nourries avec un régime riche en cholestérol (Boucher et al., 2003).
La présence de LRP1 prévient donc I’accumulation de cholestérol dans les cellules et
I’hypothése de cette thése est que Wnt5a est impliquée dans cet effet protecteur.

Pour le wvérifier, des souris sm22Wnt5a- ont été mise sous régime Paigen afin
d’observer si les artéres des animaux présentaient plus de 1ésions que les souris sm22Wnt5a+.
Aprés 6 mois de régime, les souris ont été disséquées et les coupes en face de 1’aorte ont été
colorées au Sudan IV. Les aortes des souris sm22Wnt5a- présentent en moyenne 56% de
1ésions alors que les aortes des souris contrdle n’en présentent que 16% (figure 75). L’effectif
des souris doit €tre étendu mais ce résultat laisse penser que Wnt5a protége contre la
formation des Iésions, ce qui conforte notre hypothese et est trés encourageant pour la suite

des analyses.
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Nous avions montré dans la premiere partie de cette thése que WntSa, activée par LRPI,
prévient I’accumulation intracellulaire de cholestérol. L’objectif de cette deuxiéme partie était
de vérifier si cet effet préventif de Wnt5a pouvait limiter le développement de I’athérosclérose
chez la souris. Nous avons tenté d’activer la signalisation Wnt et d’injecter la protéine purifié¢e
a des souris sm22LRP1-. Ces expériences n’ont pas permis de conclure et nécessitent des
mises au point supplémentaires.

Nous avons également utilisé une lignée de souris sm22Wnt5a- afin d’observer si 1’absence
de Wnt5a dans les CMLv de souris LDLR-/- accentuait la maladie. Nous avons observé chez
ces souris un phénotype de mort périnatale qui a ralentie I’avancement de cette partie du
projet de thése. Nous avons cependant observé que I’invalidation de Wnt5a dans les CMLv
des souris LDLR-/- semble accentuer le développement de I’athérosclérose. Nos observations
préliminaires semblent aller dans le sens de I’hypothése de départ, c'est-a-dire un effet

protecteur de Wnt5a.
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Contexte bibliographique

L’athérosclérose est la 1° cause de mortalité et de morbidité dans les pays développés. Cette
pathologie débute avec I’infiltration de LDL riches en cholestérol dans la paroi artérielle,
préalablement fragilisée par des facteurs tels que 1’age, le tabagisme ou I’hypertension.
L’inflammation qui en découle attire dans ’espace sous-endothélial des macrophages qui
captent ces LDL jusqu’a devenir des macrophages spumeux. L’accumulation de ces cellules
spumeuses déstructure la paroi artérielle et conduit a la formation d’un cceur lipidique, qui
obstrue progressivement la lumiére de 1’artére. Les conséquences cliniques de 1’athérosclérose
se manifestent par de 1’insuffisance cardiaque, des infarctus du myocarde ou des accidents
vasculaires cérébraux. C’est une pathologie complexe et multifactorielle, cependant
I’implication du LDL-cholestérol dans son initiation et son développement est clairement

¢établie.

Une étude a montré que le récepteur LRP1, un membre de la famille du LDLR, joue un réle
protecteur contre I’athérosclérose puisque son invalidation dans les CMLv conduit a une
augmentation des lésions athéromateuses chez les souris LDLR-/- (Boucher et al., 2003). Ce
phénotype est du d’une part a la perte de contréle de voies de signalisation TGFB et PDGFp
impliquées dans la prolifération et la migration des CMLv de la paroi artérielle, et d’autre part
a une accumulation de cholestérol dans ces cellules. Cette derniére observation suggérait que
LRPI était impliqué dans la régulation du métabolisme du cholestérol mais les mécanismes
moléculaires de cette régulation restaient a identifier. Notre équipe a alors utilisé un mode¢le in
vitro de MEF invalidée pour LRP1 et nous avons pu identifier la protéine sécrétée WntSa
comme ¢étant un intermédiaire de LRP1 dans son effet protecteur contre I’accumulation
intracellulaire de cholestérol (Terrand et al., 2009). En effet, les MEF LRP1-/- n’expriment
plus Wnt5a et la réexpression de cette protéine prévient 1’accumulation intracellulaire de

cholestérol.

A partir de ces données, le but du projet de thése consistait a identifier les mécanismes
moléculaires mis en place par la signalisation LRP1/Wnt5a pour limiter 1’accumulation

intracellulaire de cholestérol.
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Résumé des résultats obtenus

Nous avons utilisé plusieurs modeles cellulaires et animaux permettant d’observer 1’effet de

Wnt5a sur les parameétres que sont la synthése endogene, I’import et I’efflux du cholestérol.

L’utilisation des lignées de MEF LRP1+/+, LRP1-/-, LRP1-/-; Wnt5a et LRP1-/- ; mock et
des lignées de LMTK WntS5a+ et WT, a permis de montrer que I’expression de WntSa est
stimulée par le TGFB1 via le domaine extracellulaire de LRP1, et que Wnt5a diminue la
quantit¢ de cholestérol intracellulaire 1) en stimulant 1’expression de ABCGI, ce qui
s’accompagne d’une stimulation de I’efflux de cholestérol ; 2) en inhibant 1’expression de
I’HMGCoA-Reductase, enzyme cl¢ de la synthése endogeéne du cholestérol.

Nous avons ensuite confirmé ces résultats chez des souris transgéniques qui surexpriment
Wnt5a dans le tissu adipeux. On retrouve dans le tissu adipeux blanc des souris transgéniques
une augmentation de 1I’expression de ABCG1, une diminution de I’expression de ’'HMGCoA-
Reductase et de ’THMGCoA-Synthase ainsi qu’une baisse de la quantité totale de cholestérol

par rapport aux tissu adipeux des souris sauvages.

La deuxieme partie du projet consistait a observer si les effets inhibiteurs de Wnt5a sur
I’accumulation de cholestérol pouvaient se traduire au niveau artériel par une diminution de
I’étendue des lésions athéromateuses. Nous avons pour cela tenté d’activer la signalisation
Wnt chez des souris invalidées pour LRP1 dans les CMLyv, qui expriment peu de Wnt5a au
niveau des parois vasculaires. Ces expériences de traitement par du chlorure de lithium et par
injection de Wnt5a recombinante purifiée n’ont pas permis d’obtenir des résultats concluants.
Nous avons également utilisé un modele de souris invalidée pour Wnt5a dans les CMLv afin
d’observer si ’absence de WntSa augmente 1’étendue des Iésions athéromateuses provoquées
par un régime Paigen. Ces souris présentent une mortalité périnatale importante, qui ouvre de
nouvelles perspectives quant au role de Wnt5a dans le développement du systeme
cardiovasculaire et qui a ralenti la progression de notre étude. Les données préliminaires
semblent cependant conforter notre hypothése d’un effet protecteur de WntSa dans le

développement de 1’athérosclérose.
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Figure 76 : Représentation schématique de la voie de signalisationGFB/LRP1/Wnt5a

qui stimule l'efflux de cholestérol via l'induction de I'expression de ABCG1.Le TGH3
stimule I'expression de Wnt5a via son interaction avec LRP1. Wnt5a enigntiexpression
de ABCG1 ce qui entraine une stimulation de l'efflux et prévient diaoulation de
cholestérol. Les mécanismes d'action du P&Bur LRP1 et les mécanismes par lesquels
Whnt5a active I'expression de ABCG1 restent a identifier.
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Discussion des résultats, perspectives a court terme

Les résultats présentés dans ce manuscrit apportent de nouveaux éléments sur les roles de
LRPI et de Wnt5a dans le métabolisme du cholestérol. Ils soulevent également un certain
nombre d’interrogations pour lesquelles nous proposons ici des hypothéses, ainsi que des

méthodes expérimentales permettant de confirmer ces hypotheses.
I. La signalisation TGFpB1/LRP1/Wnt5a et I’efflux de cholestérol

Une voie de signalisation TGFB1/LRP1/Wnt5a qui active I’efflux de cholestérol ?

Nous avons montré dans les MEF que le TGFB1 stimule le domaine extracellulaire de
LRPI et induit ’expression de WntSa. Cette induction de Wnt5a par le TGFB avait été
observé dans des CML des voies aériennes (Kumawat et al., 2013), ainsi que dans plusieurs
autres types cellulaires (Katoh, 2009; Miyoshi et al., 2012; Roarty and Serra, 2007).

I a par ailleurs ét¢ montré que le traitement de macrophages en culture par du TGFf1
stimule 1’efflux de cholestérol en induisant I’expression de ABCA1 et ABCG1 (Argmann et
al., 2001; Panousis et al., 2001). Ces effets, associés a une diminution de I’import de
cholestérol, conduisent a une diminution de la formation des cellules spumeuses. Dans ce
projet, nous avons montré que Wnt5a stimule I’expression de ABCG1 in vitro et in vivo, ce
qui s’accompagne d’une augmentation de 1’efflux in vitro. 11 se dessine alors 1’hypothése
d’une voie de signalisation TGFB1/Wnt5a qui active I’efflux de cholestérol via ABCGI.

Nous savons par ailleurs que 1) LRP1 est nécessaire au contréle de la signalisation
TGFP (Boucher et al., 2007), 2) LRP1 est nécessaire a I’expression de Wnt5a dans les MEF
(Terrand et al., 2009) et les CML des aortes (Woldt et al., 2012) 3) LRP1 controle
positivement 1’expression des transporteurs ABCA1 et ABCG1 (Zhou et al., 2009b). LRP1
apparait donc comme le récepteur par 1’intermédiaire duquel TGFB1 active la signalisation
Wnt5a qui stimule I’expression de ABCGI.

L’ensemble de ces données suggerent 1’existence d’une voie de signalisation cellulaire
TGFB/LRP1/Wnt5a qui stimule I’efflux de cholestérol en augmentant 1’expression du
transporteur ABCG1 (figure 76).
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Par quel(s) mécanisme(s)Wnt5a active-t-elle I’expression de ABCG1 ?

Nous avons montré que la transfection de Wnt5a dans les MEF LRP1-/- et sa
surexpression dans les LMTK et le tissu adipeux des souris augmentent 1’expression de

ABCGI.

a) un mécanisme indépendant des LXR ?

Les données dont nous disposons semblent indiquer que [’augmentation de
I’expression de ABCG1 induite par Wnt5a in vitro et in vivo n’implique pas ses facteurs de
transcription les LXR. En effet, ni I’expression de ces facteurs ni celles de leurs autres génes
cibles SREBP1c et ApoE ne sont augmentées (figure 35).

Si de nombreuses études montrent que 1’activation des LXR par des agonistes
synthétiques stimule I’expression de ABCGI1 et ’efflux de cholestérol (Neufeld et al., 2014;
Vaughan and Oram, 2005; Wang et al., 2006), d’autres études confortent nos observations en
montrant que I’induction de I’efflux de cholestérol par ABCG1 peut étre observable sans
activation des LXR, notamment suite a la transfection d’un plasmide codant pour ABCG1
(Nakamura et al., 2004b; Wang et al., 2004; Xie et al., 2006). Ainsi, une augmentation de
I’expression de ABCGI1 qui ne résulte pas de I’activation des LXR peut conduire a une
activation de I’efflux de cholestérol vers les accepteurs lipoprotéiques.

Nos résultats sont par ailleurs cohérents avec le mécanisme d’activation des récepteurs
LXR. En effet, les LXR sont activés par la fixation de leur ligand les oxystérols, qui
s’accumulent au fur et a mesure que la quantité intracellulaire de cholestérol augmente (Wong
et al., 2007). Or, dans notre modele de MEF LRP1-/- retransfectées par Wnt5a et dans le tissu
adipeux des souris transgéniques, le cholestérol ne s’accumule pas, ce qui suggére que les
oxystérols ne s’accumulent pas non plus. Ainsi, en absence de leur ligand, il n’est pas
surprenant que les LXR ne soient pas activés.

Nous avons observé que I’activation de I’expression de ABCGI1 passe par le
promoteur B de son géne, qui posséde une séquence cible des LXR (LXRE). Ainsi, pour
confirmer par une approche complémentaire 1’absence d’implication des LXR dans
I’augmentation de 1’expression de ABCGI1 par Wnt5a, il serait pertinent de reproduire
I’expérience de géne rapporteur luciférase sous controle du promoteur B dans lequel la
séquence LXRE aurait été mutée. Si I’activation de la luciférase est toujours observée malgré
la mutation, cela signifiera que la séquence LXRE n’est pas requise pour 1’expression du gene

et exclura un role des LXR dans I’activation de ce promoteur B par Wnt5a.
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b) par quel(s) autre(s) facteur(s) de transcription ?

Nous avons ¢liminé I’hypothése d’une stabilisation de I’ARNm de ABCG1 par Wnt5a
(figure 36) et confirmé qu’il s’agissait d’une activation de la transcription du geéne du
transporteur par I’activation du promoteur B (figure 37). L’absence d’activation des LXR
nous oriente vers I’implication d’autres facteurs de transcription. Les LXR ne sont en effet pas
les seuls facteurs possédant des séquences cibles sur les promoteurs de ABCGI. Les
promoteurs A et B contiennent par exemple plusieurs séquences cibles de NFkB (Lorkowski
et al., 2001). Dans plusieurs types cellulaires, il a ét¢ montré que la signalisation Wnt5a passe
par ’activation de NFkB (Bradley and Drissi, 2010; Kim et al., 2012). Par exemple, dans un
modele de cellules HAEC (human aortic endothelial cells), 1’effet direct de Wnt5a sur la
fixation de NFkB sur ’ADN a été montré par immunomarquage (Kim et al., 2010). Si le
contexte de cette derniere étude est ’effet de Wnt5a sur la transcription de génes impliqués
dans I’inflammation, 1’existence d’un lien entre le traitement de cellules par Wnt5a et la
fixation de NFkB sur I’ADN est établi clairement. On peut alors envisager que dans nos
modeles, Wnt5a permette également la fixation de NFkB sur un des promoteurs de ABCG1 et
active la transcription du gene. La figure 77 présente une version schématisée de cette
hypothése qui peut étre vérifiée par quantification des niveaux de NFkB nucléaire et

cytoplasmique dans les MEF fractionnées apres différenciation adipogénique.

L’étude de I’activation de la transcription de ABCG1 en est a un stade préliminaire et
nécessite des expériences supplémentaires sur les promoteurs de son géne pour résoudre les
mécanismes de cette activation. En plus des promoteurs A et B, d’autres promoteurs ont été
identifiés sur le gene de ABCGI, en amont de I’exon 2 et de ’exon 8 notamment (Kennedy et
al., 2001). Il serait intéressant de déterminer 1’implication de ces autres promoteurs par des
expériences de géne rapporteur luciférase, et d’étudier la possibilité d’une coopération entre

ces différents promoteurs dans I’activation de la transcription de ABCG1 par Wnt5a.

Comment ABCG1 stimule Pefflux de cholestérol ? Quel role pour ABCA1 ?

Si la fonction du transporteur ABCA1 dans le mécanisme d’efflux de cholestérol vers
les lipoprotéines pauvres en lipides est relativement bien décrit (Vedhachalam et al., 2007b;
Wang et al., 2001), les roles de ABCG1 restent en partie a élucider. 11 est admis que ABCG1
permet I’efflux de cholestérol vers les HDL, et un certain nombre d’études 1’associent

¢galement au trafic intracellulaire du cholestérol (Tarling and Edwards, 2011). Les
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interrogations qui demeurent quant a cette dernieére fonction résultent notamment du fait que
la communauté scientifique ne s’accorde pas clairement sur la localisation du transporteur au
sein de la cellule. Si il est toujours retrouvé dans les compartiments cytoplasmiques
(membranes du RE et du I’appareil de Golgi, endosomes), il n’est retrouvé a la membrane
plasmique que dans certaines études (Kennedy et al., 2001; Neufeld et al., 2014; Sturek et al.,
2010; Tarling and Edwards, 2011; Vaughan and Oram, 2005). Son réle dans I’efflux direct est
donc questionné et I’hypothése d’une coopération entre ABCAI1 au niveau membranaire et
ABCGTI au niveau cytoplasmique est formulée.

L’Apo-Al que I’on a utilis¢ dans I’expérience de mesure d’efflux in vitro est un
accepteur de cholestérol qui ne peut étre chargé que par ABCA1 (Gelissen et al., 2006;
Vaughan and Oram, 2006), or dans notre modele c’est I’expression de ABCGI qui est
augmentée, celle de ABCA1 restant stable. Ce résultat étaye un peu plus I’hypothése de la
coopération entre ABCA1 et ABCGI. Elle pourra étre vérifiée en évaluant la contribution
respective de chacun de ces deux transporteurs dans le phénomeéne d’efflux activé en présence
de Wnt5a. Réitérer cette expérience de mesure de I’efflux en inhibant I’expression de ABCA1
par transfection de siRNA permettrait de savoir si ce transporteur, méme faiblement exprimé,
participe au mécanisme d’efflux direct aux ApoA-I observé lorsque ABCGI est surexprimé.
Inhiber I’expression de ABCG1 par silencing ou utiliser des HDL2, accepteurs préférentiels
de ABCG1 (Wang et al.,, 2006 ; Whetzel et al., 2010), dans I’expérience permettrait de

confirmer si ABCG1 joue effectivement le réle majeur dans cet efflux.

Compte tenu de données de la littérature citées plus haut et des résultats de
I’expérience de mesure d’efflux, nous proposons que 1’augmentation de I’expression de
ABCG1 par WntSa pourrait modifier sa distribution entre les différents compartiments
cytoplasmiques et faciliter le transport intracellulaire du cholestérol en vue de son export a
travers la membrane via ABCA1. Pour explorer cette piste, nous avons débuté des analyses de
la localisation de ABCG1 par immunomarquage dans les lignées de MEF différenciées. Les
résultats préliminaires montrent que ABCGI est retrouvé a la membrane plasmique dans les
MEF WT mais sa localisation est restreinte aux compartiments intracellulaires dans les LRP1-
/-. Ces cellules n’expriment pas LRP1 et donc pas Wnt5a, suggérant que LRP1 et/ou Wnt5a
sont nécessaires a la localisation membranaire de ABCGI1. La retransfection de Wnt5a dans
les MEF LRP1-/- induit une augmentation de I’expression de ABCGI1 (figure 34) mais
I’immunomarquage montre que cela ne permet pas de restaurer sa localisation membranaire.

Cette augmentation d’expression est cependant suffisante pour stimuler I’efflux de cholestérol
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(figure 33). Ces données suggerent d’une part que la localisation de ABCG1 au niveau de la
membrane plasmique est dépendante de 1’expression de LRP1, et d’autre part que ABCG1
peut stimuler ’efflux de cholestérol en étant localis€ uniquement dans le compartiment
cytoplasmique. Cette dernicre observation renforce encore I’hypothése selon laquelle ABCG1
favorise le transport du cholestérol entre les compartiments cytoplasmiques pour faciliter son

efflux par ABCAL.

I1. Wnt5a et Pinhibition de la synthése de cholestérol

Le deuxiéme mécanisme de la régulation du métabolisme que nous avons identifié
comme ¢étant impliqué dans la prévention de 1’accumulation de cholestérol par Wnt5a est la
diminution de la synthése endogeéne. En effet, nos données montrent que 1’expression de
I’HMGCoA-Reductase est diminuée par la retransfection de WntSa dans les cellules
déficientes en LRP1 ainsi que par la surexpression de WntS5a dans le tissu adipeux blanc des
souris. Cette diminution est due a une inhibition de la translocation de SREBP2 dans le noyau
des cellules. Wnt5a semble d’ailleurs potentialiser I’effet inhibiteur du 25-hydroxycholestérol
sur la translocation de SREBP2. Afin de compléter ces données, il conviendrait de mesurer in
vitro I’effet de Wnt5a sur I’activité enzymatique de ’'HMGCoA-Reductase et de quantifier la

synthése endogeéne par mesure de I’incorporation de cholestérol radioactif.

Par quels mécanismes Wnt35a peut inhiber la translocation nucléaire de SREBP2 ?

La translocation nucléaire de SREBP2 est contrdlée par la protéine Scap qui assure
son transport entre le RE et le Golgi, et la protéine Insigl qui séquestre ou libére le complexe
Scap/SREBP?2 selon le taux de cholestérol intracellulaire. Ces mécanismes sont régulés par les

stérols eux méme et Wnt5a pourrait intervenir dans plusieurs étapes de cette régulation.
a) Wnt5a stabilise la protéine Insigl

Nous avons observé que I’inhibition de la translocation de SREBP2 par le 25-HC est
accentuée par Wnt5a. Une des pistes que nous avons explorées pour identifier les mécanismes
de cette inhibition est la stabilisation de Insigl par Wnt5a. Nous avons observé que cette
stabilisation, assurée par les oxystérols (le 25-HC), est renforcée en présence de Wnt5a (figure
46). Wnt5a étant une protéine de signalisation extracellulaire et ne possédant pas domaine

sensible aux stérols, I’hypothése d’une interaction directe entre Wnt5a et les oxystérols ou
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Whnt5a et Insigl est peu plausible. Il apparait plus convainquant d’envisager que Wnt5a initie
une signalisation cellulaire permettant la rétention du complexe SREBP2/Scap/Insigl au

niveau du RE, qui soit cible directement Insigl, soit active une protéine intermédiaire.
0 Un effet de la signalisation Wnt5a directement sur Insigl ?

Nous avons observé que la translocation de SREBP2 et la dégradation de Insigl sont
inhibées en présence de Wnt5a par les oxystérols, en 1’occurrence le 25-HC. L’interaction
oxystérols/Insigl n’a pas pu étre démontrée expérimentalement, mais elle 1’a été avec Insig2
(Radhakrishnan et al., 2007). La conséquence de cette interaction oxystérols/Insig2 est la
liaison de Insig2 a Scap et la rétention du complexe Scap/SREBP2 a la membrane du RE.
Compte tenu de la forte identité de séquence entre les deux Insig, il est admis que les
oxystérols se lient a Insigl et favorisent sa fixation a Scap (Brown and Goldstein, 2009).

Nous pensons que Wnt5a accentue la stabilisation de Insigl par le 25-HC en
favorisant ou en renforcant I’interaction entre Insigl et les oxystérols. Si Wnt5a renforce
effectivement I’interaction entre Insigl et le 25-HC, en conséquence, 1’interaction entre Scap
et Insigl devrait également étre renforcée. Pour vérifier cette hypothése, nous disposons d’un
plasmide codant pour la protéine Scap auquel j’ai ajouté par PCR un tag polyhistidine. Des
expériences préliminaires de cotransfection des plasmides codant Insigl-cmyc et Scap-his
suivie d’immunoprécipitation de Insigl avec un anticorps dirigée contre son tag ont été
réalisées dans les MEF LRP1-/-; Wnt5a et LRP1-/- ; mock. Le but était d’observer ensuite
par western blot la quantité de protéine Scap avec un anticorps anti-histidine pour savoir si
I’on détecte plus de signal lorsque Wnt5a est présent. Cela confirmerait qu’une plus grande
quantité¢ de protéine Scap est fixé a Insigl lorsque Wnt5a est exprimée. Ces expériences ne
sont pas concluantes a ce stade et des mises au point expérimentales sont encore nécessaires.

Les cellules d’insecte n’expriment pas Insigl et ne régulent pas la synthése de
cholestérol en fonction de son taux intracellulaire. Une étude réalisée dans ces cellules montre
que la transfection de Scap, Insigl et SREBP2 est suffisante pour instaurer une régulation
sensible aux stérols (Dobrosotskaya et al., 2003). Méme si cette étude concerne les cellules
d’insecte, on peut imaginer que le mécanisme décrit soit similaire dans les cellules de
mammiferes et que ces 3 seules protéines soient suffisantes pour réguler la synthése du
cholestérol. A la lumiére de ces données, ’hypothése d’un effet direct de la signalisation

Wnt5a sur Insigl est confortée.
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0 Un effet de la signalisation Wnt5a sur une protéine intermédiaire ?

L’hypothese d’une intervention de protéines intermédiaires dans la régulation de la
synthése du cholestérol par les oxystérols a conduit a I’identification de la protéine OSBP1
(Oxysterols Binding Protein 1) (Taylor and Kandutsch, 1985). En présence de 25-HC, OSBP1
transloque du cytoplasme au Golgi et il a été proposé que cette protéine participe a la
régulation du métabolisme du cholestérol (Ridgway et al., 1992). Cependant la démonstration
directe du lien entre la fixation du 25-HC sur OSBP1 et I’inhibition de la synthése endogene
n’a a ce jour pas pu étre réalisée (Brown and Goldstein, 2009; Goldstein et al., 2006). 11 a
d’ailleurs été montré que I’inhibition de la translocation de SREBP2 sous I’effet du 25-HC
était toujours effective apres silencing de OSBP1 (Nishimura et al., 2005). Ces données
appuient les conclusions des travaux réalisés dans les cellules d’insecte, c'est-a-dire une
régulation de I’activation des génes cibles de SREBP2 par le cholestérol et les oxystérols via
les deux seules protéines du RE Scap et Insigl (Brown and Goldstein, 2009) et sont cohérents
avec notre proposition d’un role stabilisateur de Wnt5a sur Insigl. Néanmoins, depuis
I’identification de OSBP1, de nombreuses autres protéines présentant de fortes homologies de
séquence avec celle-ci ont été découvertes (Lehto and Olkkonen, 2003). Chez les
mammiféres, on dénombre une quinzaine de ces ORP (OSBP-related proteins) et on ne peut
pas exclure que I’'une ou plusieurs d’entre elles pourraient étre une cible de Wnt5a dans son

action inhibitrice sur la translocation nucléaire de SREBP2.

b) Comment Wnt5a diminue la translocation de SREBP2 ?

Si Wnt5a peut activer une signalisation qui aurait un effet stabilisateur sur Insigl, on
peut également envisager une action inhibitrice de Wnt5a sur une des autres étapes du
processus d’activation de SREBP2 : le transport de SREBP2 jusqu’a I’appareil de Golgi, son
clivage ou bien son transport dans le noyau. Ces processus font intervenir un certain nombre
de protéines, comme les enzymes S1P et S2P qui assurent le clivage de SREBP2, PAQR3 qui
ancre le complexe Scap/SREBp2 dans le Golgi ou I’importinf qui conduit la fraction clivée
au noyau.

Il a été¢ montré que I’inhibition de I’expression de PAQR3 entraine une diminution de
la quantité de SREBP2 nucléaire (Xu et al., 2015), c¢’est pourquoi le niveau d’expression de
PAQR3 a été mesuré chez les souris sauvages et transgéniques aTgWnt5a. Il n’a pas observé
de différence entre les tissus adipeux, ce qui suggere que Wnt5a n’agit par sur PAQR3 pour

inhiber la translocation de SREBP2. Cependant, I’équipe de Xu a montré que I’inhibition de
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I’interaction PAQR3/Scap par un peptide synthétique, sans modifier I’expression de PAQR3,
conduisait également a inhiber la translocation de SREBP2 et I’expression de ses geénes cible.
Nous avons émis plus haut dans ce chapitre I’hypothése que WntSa puisse favoriser
I’interaction entre Insigl et Scap. Puisque PAQR3 se comporte avec Scap dans le Golgi de la
méme manicre que Insigl se comporte avec Scap dans le RE, nous pouvons transposer notre
hypothése et imaginer que WntSa puisse défavoriser 1’interaction PAQR3/Scap, et ce sans
modifier son expression. Ainsi, Wnt5a pourrait de fagon simultanée retenir, via Insigl,
SREBP2 dans le RE et empécher, via PAQR3, sa localisation dans le Golgi. L’analyse dans
les MEF différenciées des niveaux de PAQR3, de Scap et de Insigl dans leurs compartiments
cytoplasmiques respectifs isolés par centrifugation sur gradient pourrait valider I’implication
de PAQR3 dans I’effet inhibiteur de Wnt5a.

Enfin, pour répondre a cette question d’un effet de Wnt5a sur les étapes de 1’activation
de la translocation de SREBP2, des analyses complémentaires restent a réaliser sur les

expressions des autres protéines (S1P, S2P, importinf}).

Whnt5a stimule-t-elle la dégradation de PTHMGCoA-Reductase ?

En plus de I’inhibition de la translocation de SREBP2 qui diminue la transcription de
I’HMGCoA-Reductase, Insigl est impliquée dans la dégradation de cette enzyme par le
protéasome (Sever et al., 2003; Song et al., 2005a). En effet, la fixation des stérols sur Insigl
entraine sa liaison a ’HMGCoA-Reductase, I’ubiquitinylation de celle-ci et son adressage au
protéasome. Insigl étant stabilisée par WntSa, on peut présumer que le taux d’HMGCoA-
Reductase mesuré dans les MEF LRP1-/-, Wnt5a et dans le WAT des souris transgéniques est
diminué par la combinaison de I’inhibition de sa transcription et de la stimulation de sa
dégradation. Pour démontrer cette hypothése, nous souhaitons analyser 1’activité des enzymes

du protéasome en absence et en présence de Wnt5a.
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III. WntSa dans la protection contre I’athérosclérose

La deuxiéme partie du projet de thése consistait a étudier le role de Wnt5a dans
I’athérosclérose pour vérifier si ses effets sur le métabolisme du cholestérol observés dans la
1% partie des travaux pouvaient protéger les aortes de 1’apparition des lésions. Pour cela nous
avons utilis¢ 3 approches différentes. Les deux premicres consistaient a activer la
signalisation Wnt5a chez les souris sm22LRP1- et la derniére consistait a invalider Wnt5a

spécifiquement dans les CMLv des souris LDLR-/-.

Pourquoi ’activation de la signalisation Wnt5a chez les souris smLRP1- n’a pas abouti a

des résultats concluants ?

Nous n’avons pas pu observer d’effet de Wnt5a sur I’étendue des 1ésions lors de nos
tentatives pour activer la signalisation Wnt chez les souris sm22LRP1-.

Nous avions montré que dans les MEF LRP1-/-, ’absence de Wnt5a coincide avec une
diminution de la quantité¢ de B-caténine nucléaire, indiquant que dans les MEF Wnt5a active
la voie canonique (Terrand et al., 2009). I1 avait été observé par notre équipe que le traitement
des MEF LRP1-/- par du LiCl, un inhibiteur de la GSK3p qui mime donc une activation de la
voie Wnt canonique, inhibe I’accumulation de cholestérol (Terrand et al., 2009). Par ailleurs,
une diminution des l¢ésions athéromateuses suite au traitement de souris ApoE-/- par du LiCL
avait été rapportée (Choi et al., 2010). Nous nous sommes bas¢ sur ces données pour
reproduire le protocole de Choi et son équipe avec les souris sm22LRP1-, cependant, nous ne
savons pas si dans les CMLv des aortes des souris sm22LRP1-, I’absence de Wnt5a se traduit
¢galement par une diminution de la B-caténine nucléaire. Une explication a 1’absence d’effet
du LiCl chez les souris sm22LRP1- pourrait étre que la signalisation canonique n’est pas
impliquée dans leur phénotype. Cette hypothése est cohérente avec les données de la
littérature qui montrent que 1’activité¢ de Wnt5a est dépendante du contexte cellulaire, et que
Whnt5a est fréquemment associée a 1’activation des voies non canoniques (Cheng et al., 2008;
Masckauchan et al., 2006; Mikels and Nusse, 2006b; Topol et al., 2003).

Du fait de P’activit¢ de Wnt5a dépendante du contexte cellulaire, il est également
difficile d’anticiper les effets des injections de Wnt5a purifiée chez les souris sm22LRP1-
puisque ceux-ci peuvent varier d’un type cellulaire a I’autre. Nous nous attendons a une
diminution de 1’étendu des Iésions compte tenu de I’effet préventif de Wnt5a canonique sur
I’accumulation intracellulaire de cholestérol in vitro, et de son effet protecteur contre les

lésions dans les CMLv des souris LDLR-/-.
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Les conséquences de I’invalidation de Wnt5a dans les CMLv des souris LDLR-/- ?

a) sur l’étendue des lésions athéromateuses

Nous n’avons pu analyser I’étendue des 1ésions sur une seule souris sm22Wnt5a- sous
régime Paigen, dont I’aorte présentait deux fois plus de Iésions que 1’aorte de la souris
contrdle sm22Wnt5a+. A ce stade, nous ne pouvons qu’étre encouragés dans notre hypothése
selon laquelle WntSa pourrait effectivement étre impliquée dans la protection contre
I’athérosclérose, sans toutefois pouvoir conclure.

Il est évidemment capital de valider le mod¢le en vérifiant que 1’expression de Wnt5a
est bien invalidée dans les CML des 20% de souris sm22Wnt5a- survivantes. Il est en effet
possible que ces souris survivent parce que la pénétrance du KO n’est pas compléte.
L’anticorps anti-Wnt5a n’a pour l’instant pas permis de détecter la protéine sur des
¢chantillons d’aortes entieres prélevées sur les souris controles. Il apparait donc nécessaire de
mettre au point puis réaliser la mise en culture des CMLv pour mesurer I’expression de Wnt5a
par qPCR. Nous pourrons également comparer les profils d’expression des autres protéines
¢tudiées (les transporteurs ABCA1 et ABCGI1, ’'HMGCoA-Reductase, Insigl, LDLR) avec
leurs profils observés dans ce travail.

Sur les animaux qui survivent aprés 10 jours, il est nécessaire de constituer des
groupes a mettre sous régime Paigen pour poursuivre I’analyse des 1ésions athéromateuses par
coloration au Sudan IV. La caractérisation des lésions se fera aussi par colorations
histologiques marquant les lames ¢élastiques. Ces structures sont impliquées dans
I’organisation de la paroi des vaisseaux et leur rupture est fréquente dans les lésions
athéromateuses. C’est le cas dans les aortes des souris sm22L.RP1- dont les lames élastiques
présentent des ruptures plus nombreuses que chez les souris controles. Le collagéne, protéine
impliquée dans le maintien de I’intégrité¢ des vaisseaux et dans la migration des CMLv des
Iésions (Plenz et al., 2003) pourra également étre analysé, tout comme les profils d’expression
des génes impliqués dans le métabolisme du cholestérol et dans 1I’inflammation.

Nous nous attendons a retrouver une augmentation des lésions comme observée chez
les souris sm22LRP1-, mais plusieurs éléments laissent penser que le phénotype des souris
sm22Wnt5a pourrait ne pas étre strictement identique a celui des sm22LRP1-. Premiérement,
I’accentuation des Iésions chez les souris sm22Wnt5a- pourrait ne pas étre aussi prononcée
puisque I’expression de LRP1 n’est pas invalidée. Le controle des signalisations PDGF et
TGFp ne devrait donc pas étre perturbé et la prolifération et la migration des CMLv devraient

donc étre moindre.
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Souris de 6 mois sous régime standard

sm22Wnt5a+ sm22Wnt5a-

Figure 78 : La morphologie des CMLv est altérée chez les souris sm22Wsd-. Microscopie
électronique a transmission de coupes de vaisseaux de souris sm22Wn#ba22@tnt5a-, agées de 6
mois et nourries avec un régime standard (n=3). E : endothélium, N : noyau, Lerkide I'aorte.
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b) sur le développement du systeme cardiovasculaire ?

L’invalidation de Wnt5a spécifiquement dans les CML entraine I’apparition d’un
phénotype de mort périnatal chez les souris sm22Wnt5a-. A ce jour, les causes de cette
mortalité périnatale ne sont pas connues. L’invalidation de Wnt5a ayant lieu dans les cellules
musculaires lisses, tous les tissus qui en contiennent pourraient potentiellement étre atteints
par des défauts structurels ou fonctionnels. Cela inclut les tissus des systémes
cardiovasculaires, digestifs, pulmonaires et urinaires. Nous avons cependant choisi de
poursuivre 1’analyse du phénotype chez les embryons en nous focalisant sur le coeur et le
systeme vasculaire. En effet, un nombre croissant d’études associent la signalisation non
canonique Wnt5a au développement embryonnaire du coeur (Tian et al., 2010). Wnt5a est par
exemple impliquée dans la migration des cellules de la créte neurale cardiaque pour former le
septum séparant 1’aorte et I’artére pulmonaire et sa mutation fonctionnelle chez la souris
entraine un défaut de septation au niveau de cette voie (Schleiffarth et al., 2007). Wnt5a est
¢galement impliqué dans la migration des cellules donnant naissance au ventricule droit
(Bisson et al., 2015).

Nous avons réalisé sur des embryons de 18,5 jours entiers des colorations H&E qui ne
révelent a priori pas de défauts anatomiques évidents (données non présentées), c’est pourquoi
nous souhaitons orienter nos recherches vers des défauts structurels des tissus au niveau
microscopique. En ce sens, le Docteur Bruban-Schann a récemment débuté au laboratoire des
analyses par microscopie €lectronique a transmission sur les vaisseaux de souris agées de 6
mois et sous régime standard afin de rechercher des anomalies dans leur structure.

Cette analyse a permis de confirmer le défaut de morphologie des CMLYv suspecté lors
de ’analyse histologique des aortes. En effet, on remarque que si les CMLv des aortes de
souris sm22Wnt5a+ sont de morphologie fusiforme et organisées en couche concentrique, les
CMLyv des aortes des souris sm22Wnt5a- sont désorganisées et présentent une forme plutdt
cubique (figure 78). Nous souhaitons poursuivre I’exploration de la structure de la média sur
d’autres vaisseaux, et, pour déceler si ces altérations de la couche de 1’aorte responsable du
tonus vasculaire se répercutent en une anomalie de tension, la réactivité vasculaire des souris
sera mesurée.

Ces perturbations de structure peuvent &tre responsables de la mort périnatale des
animaux, et il est possible que le phénotype soit moins marqué chez certaines souris, ce qui

explique qu’elles survivent plusieurs mois. Cependant, la différence de phénotype entre les
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souris sm22Wnt5a- et les contrdles suggere que 1’invalidation de Wnt5a, qui n’a pas pu étre

vérifiée par western blot, est tout de méme effective chez ces souris survivantes.






Discussion et Perspectives

Perspectives a long terme

Quelles perspectives dans I’étude de I’effet de Wnt5a sur le métabolisme du cholestérol

in vivo ?

Chez les souris transgéniques surexprimant Wnt5a, nous nous sommes focalisés sur le
tissu adipeux blanc, cependant les macrophages de ces souris expriment ¢galement plus de
Wnt5a que ceux des souris sauvages. Il a ¢été montré que D’invalidation de LRP1
spécifiquement dans les macrophages augmente 1’athérosclérose chez les souris LDLR-/-
(Overton et al., 2007). On peut supposer que dans les macrophages de ces souris, 1’expression
de Wnt5a est diminuée, comme dans les MEF LRP1-/- et les aortes des souris sm22LRP1-, et
que I’augmentation des lésions puisse €tre en partie attribuée a cette perte de Wnt5a. Il serait
intéressant de croiser nos souris transgéniques aTgWnt5a avec des souris LDLR-/- afin de
générer des souris LDLR-/- qui surexpriment Wnt5a dans les macrophages. Nous pourrions
alors mettre ces animaux sous régime Paigen et observer si la surexpression de Wnt5a dans
les macrophages permet de limiter 1’étendue des lésions. Une autre approche serait de
transplanter la moelle osseuse des souris transgéniques dans des souris LDLR-/- irradiées afin
que Wnt5a soit surexprimée spécifiquement dans les macrophages. On s’attend dans les deux
cas a observer une diminution de I’expression de ’HMGCoA-Reductase et une augmentation
de D’expression de ABCGI1 qui stimulerait D’efflux de cholestérol et limiterait leur
transformation en macrophages spumeux. L’étendue des lésions devrait étre diminuée par
rapport aux souris LDLR-/-. Ce mod¢ele permettrait d’étudier le réle de Wnt5a sur le
métabolisme du cholestérol in vivo dans un autre type cellulaire, tout en apportant des

¢léments nouveaux sur I’implication de la protéine Wnt5a dans 1’athérosclérose.

Identifier une molécule « Wnt5a-like » a potentiel thérapeutique ?

L’injection de Wnt5a purifiée chez les souris sm22L.RP1- n’a pas permis d’observer
d’effet protecteur de Wnt5a contre ’athérosclérose. Le fait que la protéine purifiée n’ai pas
inhibé 1’accumulation de cholestérol lors de la différenciation adipogénique des MEF
suggérait que la purification avait perdu son activité. Comme la protéine Wnt5a purifiée est
fragile (Willert et al., 2003), I’objectif pour la poursuite du projet est de s’affranchir de cette
instabilit¢ de Wnt5a en passant par le criblage d’une ou plusieurs molécules ayant des
propriétés « WntSa-like ». Deux types de criblage sont envisagés par le laboratoire : un

criblage in silico et un criblage a haut débit.
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Le criblage in silico nécessite a priori de connaitre la structure 3D de Wnt5a, or celle-
ci n’a pas encore été cristallisée. A ce jour, les seules information sur la structure de Wnt ont
été obtenues par la cristallisation du complexe Wnt8/Fz8 (Janda et al., 2012b). Deux
domaines impliqués dans I’interaction de Wnt8 avec son ligand Fz8 ont été identifiés : la
sérine 187 et le domaine situé entre les cystéines 315 et 325. Ces deux domaines sont trés
conservés entre les Wnt et on les retrouve sur la s€quence de Wnt5a en position 229 et 342-
352 respectivement. C’est donc a partir de la structure de Wnt8 que sera réalisé le criblage de
molécules dans des bases de données pour identifier celles dont la structure permettrait de
mimer I’interaction de Wnt5a a Fzl. L’efficacit¢ des molécules identifiées pour inhiber
I’accumulation de cholestérol au cours de la différenciation adipogénique sera ensuite testée
in vitro. L approche par criblage a haut débit consiste a réaliser le méme test sur treés grand
nombre de molécules, grice a un systéme robotisé et miniaturisé permettant de réaliser la
différenciation adipogénique en plaque 96 puits.

Si une ou plusieurs molécules répondent positivement au test d’inhibition de
I’accumulation cholestérol in vitro, et aprés vérification de leur absence de toxicité, elles
pourront étre administrées aux souris sm22LRP1-. Si les molécules sont efficaces pour
diminuer 1’athérosclérose chez les souris, cela pourrait ouvrir des pistes vers de nouvelles

thérapeutiques destinées a traiter 1’athérosclérose.
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Pour conclure

Les études réalisées sur les souris invalidées pour LRP1 dans les CMLv avaient mis en
évidence son rdle dans la protection contre 1’athérosclérose, notamment via la modulation des
voies de signalisation TGFP et PDGF qui régulent la prolifération de ces cellules (Boucher et
al., 2003, 2007). Plusieurs éléments soutenaient également 1’hypothése d’un réle de LRP1
dans le métabolisme du cholestérol et donc dans la formation des cellules spumeuses (Zhou et
al., 2009b). Le laboratoire avait renforcé cette hypothése en montrant que LRP1 était
nécessaire a I’expression de Wnt5a, et que cette expression permettait de limiter
I’accumulation intracellulaire de cholestérol induite in vitro par un cocktail de différenciation
(Terrand et al., 2009). Les mécanismes moléculaires sous-jacents développés par ces cellules
LRPI1-/-, Wnt5a n’avaient pas été décrits. Les travaux de thése présentés ici montrent pour la
premiére fois que la signalisation LRP1/Wnt5a active des mécanismes d’efflux et d’inhibition
de synthése visant a limiter 1’accumulation de cholestérol dans la cellule. Si de nombreux
aspects de la régulation du métabolisme du cholestérol par cette signalisation restent a
¢lucider in vitro, ces résultats nous ont permis de consolider I’hypothése de la participation de
WntSa dans I’effet protecteur de LRP1 contre I’athérosclérose. La poursuite de 1’étude des
souris sm22Wnt5a- permettra de vérifier cette hypothese et d’établir le potentiel de Wnt5a en

tant que cible thérapeutique dans le traitement de la maladie.
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e Marion JENTY V
o Role de la signalisation
LRP1/Wnt5a dans le métabolisme

du cholestérol

L’athérosclérose débute par 'accumulation de ddtélel dans les cellules des parois artériellasndnt des
plaques d’athéromes. LRP1 protege contre la makdi@hibant 'accumulation intracellulaire de abstiirol
et nous avions montré qu’une signalisation Wnt%dt é@npliquée dans cette inhibition. Le projet dede
consistait a caractériser les mécanismes moléeslde cette inhibition et a vérifier I'effet athgrotecteur de
Wnt5a. Nous avons montré vitro et in vivo que Wnt5a inhibe I'accumulation de cholestérol 1ag
stimulation de son export et linhibition de sa thgse endogene. Nous avons ensuite observé

linvalidation de Wnt5a spécifiquement dans les GMle souris LDLR conduit & une augmentation des

Iésions athéromateuses apres un régime riche dastfrol, confirmant alors son role athéroprotectdlos
travaux ont ainsi permis de révéler le potentieMdet5a en tant que cible thérapeutique dans léeimant
contre I'athérosclérose.

Mots clés : cholestérol, LRP1, Wnt5a, athérosckroansporteur ABCG1, souris transgéniques

Atherosclerosis is characterized by an intracellglaolesterol accumulation in arterial cells. LRRteptor
protects against intracellular cholesterol accutmutaand we identified the secreted protein Wntba partne
of this inhibitory effect of LRP1. The aim of thisesis is to determine the molecular mechanismstigh the

=

LRP1/Wnt5a signaling pathway prevents cholesteccumulation in cells and to study the antiatheragen

potential of Wnt5a.
We first showed in vitro and in vivo that Wnt5a tegses cellular cholesterol content by stimulaitis gfflux
through the induction of cholesterol transportexpression and by down-regulating the expression

HMGCoA-reductase. Then we used mice deleted for5&/specifically in smooth muscle cells, which prese

more atherosclerotic lesions than control micerafthigh cholesterol diet. This confirms that Wniatects
against atherosclerosis and could be an interetargpeutic target in the treatment of the disease

Key words : cholesterol, LRP1, Wnt5a, atheroscisrds8BCGL1 transporter, transgenic mice






