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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les maladies cardio-vasculaires constituent encore aujourd'hui la premiére cause de
mortalité et de morbidité dans les pays industrialisés'. En 1990, sur 10,9 millions de décés
intervenus dans les dits pays, plus de 5 millions ont été causés par des maladies cardio- ou
cérébro-vasculaires®. En France, pour I'année 1991, 48% des décés chez les hommes et 65%
chez les femmes furent provoqués par ces maladies. Cependant, les derni¢res statistiques de
I'0O.M.S. indiquent une régression de la mortalité par maladies cardio-vasculaires dans les pays
riches. En effet, I'aspect préventif du traitement de ces maladies (lutte contre le tabagisme, séro-
surveillance) a été pris en compte dans de nombreux pays et les mesures prises en ce sens sont
sans doute, en grande partie responsable de la diminution des risques cardio-vasculaires dans
les pays développés. En revanche, ces mémes statistiques laissent entrevoir, lors de ces dix
derni¢res années, un déclin rapide de la santé cardio-vasculaire dans les pays en voie de
développement. Selon les chiffres donnés par 'O.M.S., plus d'un décés sur deux causé par
maladie cardio-vasculaire intervient dans un pays en phase d'expansion’. La composante
préventive du traitement de ces maladies, dont l'efficacité est démontrée dans les pays
développés, risque d'étre plus longue et plus difficile & mettre en place dans les autres pays
pour des raisons culturelles ou sociales. La lutte contre le risque cardio-vasculaire constitue
donc, aujourd'hui encore, une priorité au niveau mondial dans le domaine de la santé.

L'athérosclérose est une maladie qui entraine progressivement la diminution de la lumiére
des artéres par une accumulation de lipides (plaque d’athérome) au niveau de leur paroi,
entravant ainsi la circulation sanguine. Lorsque cette accumulation réduit le diametre d'une
artére coronaire, un thrombus (caillot de petite dimension) peut boucher celleci et conduire a
l'accident cardiaque. Les perturbations du métabolisme des lipoprotéines, qui assurent le
transport des lipides dans le sang, sont étroitement liées aux risques de développement de cette
plaque d’athérome. De nombreux travaux, et en particulier ceux de Brown et Goldstein®, ont
montré qu'une concentration plasmatique €levée en lipoprotéines de faible densité (LDL)
constitue un facteur de risque cardio-vasculaire. En revanche, I'augmentation du taux de
lipoprotéines plasmatiques de haute densité (HDL), coincide avec une diminution de ce risque.
Ce caractére anti-athérogéne des HDL a été démontré pour la premiére fois par Miller et Miller’
sur la base d'une étude clinique et cette conclusion a ét€ confirmée par d'autres études
épidémiologiques®’. Depuis, de nombreux autres travaux®®'® démontrent l'existence d'une
corrélation inverse entre la concentration plasmatique en HDL et le risque d'athérosclérose.

L’apolipoprotéine A-I (apoA-I), qui présente une forte corrélation inverse avec le risque
de maladies coronariennes, est I'apolipoprotéine majeure des HDL. De ce fait, elle a fait I'objet
de nombreuses études structurales et métaboliques. Toutefois, le mécanisme qui confére a cette
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protéine son caractére anti-athérogéne est encore mal connu. L’hypothése la plus répandue est
qu'elle prendrait une part active dans un processus d'épuration du cholestérol des cellules
périphériques, appelé "transport inverse du cholestérol" qui permet 1’acheminement du
cholestérol des cellules vers le foie via les HDL. L'implication de I'apoA-I dans ce processus
physiologique est encore mal explicité. Certes, il est clairement établi que 1'apoA-I active la
I€cithine cholestérol acyl transférase (LCAT), enzyme responsable de la formation de la plupart
des esters de cholestérol plasmatique''. D'autre part, quelques laboratoires ont mis en évidence
la présence de protéines de fixation de HDL sur les membranes plasmiques de cellules en

12.13.14

culture et 1'apoA-I semble étre impliquée dans de cette fixation'>'¢!”. Des études

récentesl& 19.20

, montrent qu’une séquence particuliere de I’apolipoprotéine A-I pourrait
intervenir au niveau de la fixation des HDL sur les membranes cellulaires. Ce domaine,
correspondant a la séquence 145-183 de I’apolipoprotéine, interagirait de facon spécifique avec
la membrane des cellules par un mécanisme encore inconnu. Cependant, I’importance de cette
interaction cellulaire dans I’efflux de cholestérol, 1’étape préliminaire du transport inverse, n’a
jamais pu étre clairement démontrée. De plus, 1'apoA-I ne semble pas étre la seule
apolipoprotéine impliquée, 1'apoA-II et 'apoA-IV étant également capables d'interagir avec la

membrane plasmique des cellules*' 2.

Grice a des techniques de reconstitution d’HDL?, il est possible de produire in vitro des
particules proches des HDL natives, composés d’une part, de phospholipides, et d’autre part,
d’apolipoprotéine purifiée. Ces techniques ont permis ces dix dernieres années d’étudier les
apolipoprotéines séparément les unes des autres et de déterminer les capacités physico-
chimiques et physiologiques des diverses apolipoprotéines entrant dans la composition des
HDL. En revanche, I’étude des domaines actifs de ces apolipoprotéines est beaucoup plus
délicate. L’ outil immuno-chimique a pour le moment été principalement utilisé, mais la partie C-
terminale de I’apolipoprotéine est peu immunogéne®* et par conséquent la batterie d’anticorps
disponible pour ce type d’étude reste trés limitée. Par ailleurs, ’obtention de mutants
d’apolipoprotéine par mutagénese dirigée est difficile et les mutants sont souvent produits en
trop faible quantité pour permettre la reconstitution d’HDL. Les modifications chimiques et les
digestions enzymatiques d’apolipoprotéine sont informatives dans le but de déterminer la
structure des apolipoprotéines au sein des HDL mais peu adaptées a la mise en évidence du role
physiologique de tels ou tels domaines d’apolipoprotéines. En revanche, la synthése peptidique
peut constituer un outil efficace pour ce type d’étude et nous proposons dans ce travail de thése
la mise au point d’un modele synthétique permettant I’étude des propriétés physico-chimiques et
biologiques de domaines isolés d’apolipoprotéines au sein d’HDL reconstituées. Apres avoir
défini le potentiel mais aussi les limites de notre modele, nous avons appliqué cet outil original a
I’étude de la séquence 145-183 de I’apolipoprotéine A-I humaine. Par ailleurs, afin de replacer
ce travail dans son contexte scientifique, nous présentons dans une premiere partie une étude
bibliographique portant sur les lipoprotéines de haute densité et I’apolipoprotéine A-I
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CHAPITRE I. LES LIPOPROTEINES DE HAUTE DENSITE

1. INTRODUCTION

Mises en évidence par Macheboeuf en 1929, les lipoprotéines de haute densité”” (HDL
pour High density Lipoprotein) ont, pendant trés longtemps, été uniquement considérées
comme un remarquable exemple de complexes lipides-protéines et étudiées indépendamment
des autres lipoprotéines du sérum. A l'exception de quelques études portant sur l'origine et
I'activité métabolique des HDL, les travaux menés sur ce type de lipoprotéines concernaient

essentiellement la nature de la liaison lipide-protéine?®2’.

L'intérét pour les HDL fat ravivé en 1975 par des études épidémiologiques® mettant en
évidence le rdle protecteur des HDL envers le développement prématuré des lésions
athérosclérotiques. Le métabolisme et le rle des HDL, ainsi que les mécanismes complexes
permettant aux HDL d'intervenir dans la protection de 'organisme vis-a-vis de l'athérosclérose
ont dés lors ét€ étudiés par plusieurs équipes. Ces diverses études démontrent le rdle
prépondérant des HDL au niveau du transport des lipides au sein du plasma.

1.1.Définition

Les lipides jouent un rdle central dans le métabolisme humain. Ils participent a de
nombreuses fonctions biologiques telles que le maintien de l'intégrité cellulaire, le stockage de
I'énergie, ainsi que la transmission et la transduction de signaux cellulaires. Ils constituent par
ailleurs, une réserve importante d'intermédiaires métaboliques divers.

La mobilisation de ces composés hydrophobes dans un environnement aqueux tel que le
plasma, nécessite la formation d'émulsions stables afin de permettre le transport de ces
substances au sein de l'organisme. L’existence d'une enveloppe constituée de protéines
(apolipoprotéines) et de phospholipides a la périphéric des globules lipidiques insolubles
(triglycérides et esters de cholestérol) permet la formation de telles émulsions. Ces complexes
micellaires lipides/protéines qui permettent la solubilisation des lipides plasmatiques sont
appelés lipoprotéines.
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L'ultracentrifugation analytique a été la premiére technique utilisée afin de caractériser la
distribution des lipoprotéines du plasma humain®®. Cette méthode de séparation a permis de
mettre en évidence quatre classes majeures de lipoprotéines :

* Les chylomicrons de densité inférieure 2 0,94 dont la fonction principale est le
transport des triglycérides issus de 1'absorption intestinale.

* Les lipoprotéines de trés basse densité (VLDL), c’est-a-dire comprise entre
0,940 et 1,006 et qui assurent le transport des triglycérides endogénes.

* Les lipoprotéines de basse densité (LDL), c’est-a-dire comprise entre 1,006 et
1,063 et qui contiennent la majeure partie du cholestérol plasmatique.

* Les lipoprotéines de haute densité (HDL), c’est-a-dire comprise entre 1,063 et

1,210 qui sont synthétisées par le foie et l'intestin.

D'autres classifications® sont également utilisées pour différencier les lipoprotéines
(tableau 1).

Tableau 1. Principales caractéristiques physiques des lipoprotéines
plasmatiques?.
Lipoprotéines Diamétre Masse Mobilité Apolipoprotéines
(nm) (MDa) électrophorétique majoritaires
Chylomicrons < 10* >150 origine apo C - apo Byg
VLDL 30-80 5-130 pré-béta apo B
IDL 15-25 3,5 béta apo B
LDL 20-22 2,5 béta apo B
HDL 8-15 0,15-0,4 alpha* apoA-I - apoA-TI

*Une fraction quantitativement mineure des HDL posséde une mobilité pré-béta.

* La mobilité électrophorétique sur gel d'agarose détermine quatre classes différentes. La
fraction majeure des HDL est de mobilité alpha tandis qu'une fraction mineure posséde une
mobilité pré-béta.
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» La chromatographie sur gel d'agarose a 6% permet de différencier trois des quatre
classes d'apolipoprotéines précédemment définies en fonction de la taille des particules ou de
leur masse moléculaire. Cette technique montre que les HDL sont des particules de petite taille
(entre 8-et 15 nm de diametre) et que leur masse moléculaire ne dépasse pas 300 kDa.

* Enfin, la composition en apolipoprotéines des particules définit deux grandes classes de
lipoprotéines. Les lipoprotéines contenant l'apo B comme apolipoprotéine majoritaire
(Chylomicrons, VLDL, LDL) et celles comportant surtout des apo A-I et A-II (HDL).

Les HDL peuvent donc étre définies comme des complexes lipoprotéiques de petite taille,
de densité comprise entre 1,063 et 1,210, dont la mobilité électrophorétique est alpha ou pré-
béta, et qui sont constituées d'un coeur lipidique variable et d’une partie protéique composée
majoritairement d'apo Al

1.2.Distribution plasmatique

La concentration plasmatique des HDL, exprimée en masse totale, est comparable a celle
des autres lipoprotéines. Cette concentration® (entre 1,85 et 3,5 g/l) est, par exemple, du méme
ordre que celle des LDL (entre 2 et 3,5 g/1).

2. STRUCTURE ET COMPOSITION DES HDL

2.1.Structure des HDL

Les HDL, comme les autres classes de lipoprotéine, posseédent une structure micellaire
plus ou moins sphérique, dans laquelle le noyau est composé de lipides hydrophobes (esters de
cholestérol, triglycérides). Ce noyau est entouré d'une enveloppe comprenant des
phospholipides, du cholestérol, et des apolipoprotéines. La cohésion des molécules au sein de
ces complexes micellaires est assurée par des liaisons faibles (interactions de Van der Waals,
hydrophobes, et électrostatiques). L'absence de liaisons covalentes explique la propriété que
possedent les différents constituants lipidiques et protéiques d'étre facilement échangés d'une
particule lipoprotéique a une autre.
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Figure 1. Modeéle schématique de 1'agencement des

naissantes discoidales.
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Figure 2.Modéle schématique de l'agencement des constituants dans les HDL
sphériques.
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Les lipoprot€ines de haute densité constituent une population de particules hétérogénes du
point de vue de leur forme, de leur taille et de leur composition. De fagon classique, on
distingue d’abord les HDL naissantes qui sont discoidales et constituées essentiellement de
phospholipides et d'apolipoprotéines (figure 1). Elles sont rares dans le plasma et de petite
taille.

Ces vésicules discoidales évoluent ensuite vers un état globulaire plus complexe,
contenant des triglycérides et des esters de cholestérol au sein du noyau hydrophobe et du
cholestérol, des phospholipides et des apolipoprotéines en périphérie (figure 2).

2.2.Composition lipidique

Dans les lipoprotéines de basse densité, les lipides sont majoritairement représentés (>
65%). En revanche, dans les HDL, la proportion lipide/protéine est plus équilibrée puisque
seulement 43% en moyenne de leur masse est constituée de lipides® (tableau 2).

Tableau 2. Composition protéique et lipidique moyenne de différentes classes
de lipoprotéines plasmatiques?.
TG : triglycérides, PL : phospholipides, C : cholestérol non estérifié, CE : esters de cholestérol.

Lipoprotéines Composition (% en masse de lipoprotéines)

Protéine* TG PL C CE
Chylomicrons 2 90 5 1 2
VLDL 10 54 16 7 13
LDL 23 4 21 11 41
HDL 57 3 28 3 10

* La composition en protéine inclut celle des glycanes.

Les phospholipides (Figure 3), lipides composés de deux chaines alkyles et d'une t€te
polaire, représentent en moyenne 30% du contenu lipidique des HDL. Ce sont en grande partie
des phospholipides de la famille des phosphatidylcholines (70 a 80%) et dans une moindre
proportion des sphingomyélines (10 a 15%).

La proportion moyenne de cholestérol non estérifié dans les HDL est faible puisqu'elle
représente moins de 6% des lipides présents. Le cholestérol est retrouvé préférentiellement sous
la forme d'ester de cholestérol (20% des lipides) c'est a dire estérifié par un acide gras au
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niveau de la fonction alcool du cholestérol. L'acide gras majoritairement retrouvé comme
substituant du cholestérol au sein de ces lipoprotéines est I'acide linol€ique®.

Les triglycérides, enfin, représentent en moyenne 6% de la masse lipidique totale. Les
acides gras de ces molécules étant constitués de 35 a 45% d'acide oléique.

ol
Triglycéride
0 0o 0
Cholestérol 0,7/.0
(o}
Ester de
cholestérol
R
S+ o
AN O'P'0'7\0_‘(W\/\/\/v\
[0} 0o
Phosphatidyicholine
0
Nt o
2N O—}’—O N_‘(\/\/\/W\/\
oy, o

Sphingomyéline

Figure 3. Principaux constituants lipidiques des HDL.
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2.3.Apolipoprotéines

La proportion relative des apolipoprotéines dans les HDL atteint en moyenne 57% de la
masse totale”. Cette proportion est beaucoup plus faible dans les autres classes de
lipoprotéines. La composante protéique des HDL est complexe bien qu’essentiellement
représentée par les apoA-I et A-II qui constituent a elles seules, 80 2 90% de la masse protéique
totale. On retrouve également en moindres quantités I'apoA-IV, les apo C, I'apo E, et enfin les
apo D, F, H et J. Les différentes apolipoprotéines associées aux HDL, ainsi que leurs fonctions
et sites de synthése’® sont représentés dans le tableau 3.

* L'apolipoprotéine A-I.

Le gene de 'apoA-I humaine (243 AA) se situe sur le chromosome 11 et fait partie du
complexe génique A-I/C-III/A-IV. Cette apolipoprotéine est synthétisée dans le foie et
I'intestin®'. Sa concentration plasmatique® varie entre 1,2 et 1,4 g/l.

Chez I'hnomme, l'apoA-I se retrouve essenticllement dans les HDL (90%). Cette
apolipoprotéine est néanmoins présente en faible quantité dans les Chylomicrons qui joueraient
le role de transporteur de 'apoA-I synthétisée dans l'intestin. Cette fraction d'apoA-I serait
ensuite déplacée vers les HDL lors de la lipolyse. Nous reviendrons plus en détail sur la
structure et les fonctions métaboliques de 1’apolipoprotéine A-I dans le second chapitre de cette
étude bibliographique.

* L'apolipoprotéine A-II.

Le geéne de 1'apoA-II humaine (77 AA) se situe sur le chromosome 1 et comprend 4
exons’?, Le lieu de synthése majoritaire de 1’apolipoprotéine A-II chez I'homme est le foie’' et
dans une moindre mesure I'intestin’®. Aprés I'apoA-I, l'apolipoprotéine A-II est la seconde
protéine des HDL (10 4 23%). Sa concentration plasmatique® s'échelonne entre 0,35 et 0,5 g/1.
Elle est essentiellement associée a 1'apoA-I dans les HDL et n'est pas présente dans les autres

lipoprotéines.

Le role de I’apoA-II est encore trés mal connu. Outre un rdle structural, di a son caractere
trés hydrophobe, I’apoA-II intervient également en tant que régulateur des enzymes impliquées
dans le métabolisme plasmatique des lipides. En effet, cette apolipoprotéine est capable de
moduler 'activité de la lipase hépatique®*. De plus, elle jouerait un rdle non négligeable dans le
transport inverse du cholestérol en régulant I'activité de la LCAT>® (Lécithine cholestérol acyl



Chapitre I : Les lipoprotéines de haute densité

transférase) et la modulation de I’efflux de cholestéro

I’ Enfin, l'apolipoprotéine A-II est

capable de se fixer spécifiquement sur la membrane de nombreux types de cellules'>'5%,

Tableau 3. Principales lipoprotéines associées aux HDL chez I'homme.

apolipoprotéines lieu(x) de nombre fonctions répartition dans
synthése d'acides et les HDL en %
aminés propriétés de masse d'apo.
ApoA-I Foie 243 *Roéle structural 62 4 65%
Intestin sActivateur de la LCAT
eLigand de certains sites de reconnaissance
cellulaire
*Réle dans le transport inverse du
cholestérol
ApoA-II Foie 2x77 Réle structural 10223%
Intestin eLigand de certains sites de reconnaissance
cellulaire
*Activateur de la lipase hépatique
*Déplace 1'apoA-I au sein des HDL
ApoA-IV Foie 376 *Activateur de la LCAT 0212 %
Intestin *Ligand de certains sites de reconnaissance
cellulaire
*Role dans le transport inverse du
cholestérol
*Module I'activité LPL
ApoC-1 Foie 57 sActivation in vitro de la LCAT et de la 23a13%
LPL
+Inhibe la phospholipase A2
ApoC-II Foie 79 eActivateur de la LPL
Intestin eActivateur de la LCAT
ApoC-III Foie 79 *Module l'activité LPL
+Inhibe l'internalisation par le foie des
lipoprotéines de basse densité
Apo E Foie Reins 299 *Ligand des récepteurs B/E, LRP 123%
Intestin et VLDL
Muscles
Cerveau
Macrophages
ApoD Foie Rate 169 *Fixe la bilirubine 224%
Intestin *Capteur potentiel de radicaux libres
Placenta
Apo F ND 162 N.D. Traces
Apo H N.D. 326 sActivateur de la LPL Traces
ApoJ N.D. 427 N.D. Traces
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* L'apolipoprotéine A-IV.

A l'instar de I’apolipoprotéine A-I, le gene de 1'apoA-IV humaine (376 AA) se situe sur le
chromosome 11 et fait partie du complexe génique A-I/C-III/A-IV*’. Cette apolipoprotéine est
principalement synthétisée au niveau du foie et de I’intestin’’.

Le rdle physiologique de l'apolipoprotéine A-IV dans le métabolisme des lipoprotéines est

encore mal connu. De nombreuses études>**°

suggerent que I'apoA-IV pourrait jouer un role
fonctionnel dans la sécrétion des triglycérides sous forme de lipoprotéines de trés basse densité
(VLDL et Chylomicrons). Par ailleurs, 1'apoA-IV serait impliquée dans le transport inverse du

4041 ot au niveau de

cholestérol au niveau de I’efflux de cholestérol des cellules périphériques
I’ activation la LCAT*. Cependant, cette activation reste, in vitro, trés inférieure a celle obtenue
avec ’apoA-I*’. En outre, au niveau intravasculaire, 'apoA-IV serait capable d'augmenter le
potentiel activateur de 1'apoC-II envers la lipoprotéine lipase et faciliterait ainsi la lipolyse des

Chylomicrons*.

» L'apolipoprotéine E.

Le géne de l'apo E humaine (299 AA) se situe sur le chromosome 19 et le produit du géne
est une protéine sialylée de 299 acides aminés*’. Cette apolipoprotéine est synthétisée chez
I'homme par le foie mais aussi par le cerveau, les glandes surrénales, la rate et par d'autres

tissus*®. Les macrophages peuvent également libérer de grandes quantités d'apo E*'.

Dans la circulation sanguine, I'apo E est associée aux Chylomicrons, aux VLDL et aux
HDL. Sa principale fonction est d'assurer la reconnaissance et la clairance plasmatique de ces
lipoprotéines soit par le "LDL-récepteur” qui est présent a la surface de toutes les cellules et qui
reconnait également 1'apo B, soit par le récepteur LRP des hépatocytes, spécifique de 1'apo
E**° et par le VLDL-récepteur’’.

* Les apolipoprotéines du groupe C.

Parmi les apolipoprotéines du groupe C, on distingue I'apoC-I, I'apoC-II, et 1'apoC-III
composées respectivement de 57°!, 79°%, et 79> acides aminés. Les génes des apoC-I et C-II
sont localisés sur le chromosome 19, tandis que le géne de l'apoC-III fait partie, sur le
chromosome 11, du complexe génique A-I/C-III/A-IV. Elles sont synthétisées au niveau du

foie, ainsi qu’au niveau de l'intestin dans le cas de I'apoC-II.

11
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Les roles métaboliques dévolus aux apo C concernent la modulation d'activités
enzymatiques en rapport avec le métabolisme des lipides. Une étude’ montre que 1'apoC-I
active la LCAT in vitro, cependant le potentiel d'activation pour cette apolipoprotéine reste trés
inférieur a celui de 1'apoA-I¥. L’apoC-I active également la lipoprotéine lipase®® (LPL) et inhibe
la phospholipase A,. L’apoC-II constitue, quant a elle, le cofacteur indispensable de la LPL.
L'apoC-III, en revanche, est considérée comme une protéine modulatrice de 1'activation de la
LPL par I’apoC-II. En outre, elle inhibe la triglycéride lipase hépatique.

2.4.Autres protéines associées aux HDL

D’autres protéines entrent également dans la composition des HDL. Ces protéines
représentent un faible pourcentage en masse mais leur importance au niveau du métabolisme des
HDL est considérable. Il s’agit de la lécithine cholestérol acyl transférase (LCAT), la protéine
de transport du cholestérol estérifié (CETP) et la protéine de transport des phospholipides
(PLTP).

* La Lécithine cholestérol acyl transférase (LCAT).

La LCAT (EC 2.3.1.43.), enzyme clef du métabolisme des lipoprotéines plasmatiques,
est synthétisée par le foie. La protéine mature comporte 416 acides aminés (45 kDa) et porte 4
sites de glycosylation conduisant & une masse moléculaire apparente de 60 kDa®. Elle catalyse
la coupure et le transfert d'un acide gras en position sn-2 de la phosphatidylcholine vers une
molécule de cholestérol avec formation d’une liaison ester, produisant ainsi de la lysolécithine et
du cholestérol estérifié (figure 4).

 La Protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP).

La CETP est une protéine synthétisée chez 'homme par le foie, l'intestin, la rate et les
glandes surrénales. Le cDNA de la CETP, tel qu'il est synthétisé dans le foie, code pour une
protéine de 476 acides aminés (53 kDa)*’. Cependant, dans le plasma, la CETP circule sous la
forme d'une glycoprotéine de 74 kDa. Son role est de faciliter le transfert des esters de
cholestérol depuis les HDL vers les lipoprotéines riches en triglycérides.

12
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Figure 4. Estérification du cholestérol par la LCAT.
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* La Protéine de transfert des phospholipides (PLTP).

Trés récemment, le cDNA d'une autre protéine de transfert, la PLTP, a été cloné 2 partir
d'une banque de cellules endothéliales®. Cette protéine posséde une homologie de séquence
avec la CETP (25%) et serait a I’ origine de la conversion de HDL de petite taille en particules de
taille plus importante, avec libération concomitante d’apoA-F°.

3. CLASSIFICATION DES HDL

3.1.Classification selon Gofman et coll.®

De nombreuses études suggerent qu'il existe plusieurs classes différentes d'HDL. Dans
les années 50, Gofman et coll.® ont utilisé la classification usuelle des lipoprotéines, basée sur
leur densité pour séparer les HDL en 3 populations distinctes : HDL;, HDL, et HDLj3. Les
propriétés physico-chimiques et la composition moyenne de ces différentes sous-classes® sont
résumées dans le tableau 4.

Tableau 4. Composition moyenne et propriétés physico-chimiques des
différentes sous-classes de lipoprotéines de haute densité®.

Lipoprotéines Taille Masse Composition (% en masse de lipoprotéines)

(nm) (kDa)
Protéine* TG PL C CE
HDL, 13 400 35 1 34 10 20
HDL, 10 250 42 5 35 5 13
HDL; 8 180 56 3 23 3 15
VHDL 7 150 72 1 20 2 5

* La composition protéique inclut celle des glycanes.

* HDL, (d < 1,125) : cette appellation désigne une sous-classe d'HDL riche en apo E qui

a été mise en évidence dans le plasma humain®'

et qui est présente en grande quantité chez le
rat®. Les lipoprotéines appartenant 2 cette sous-classe possédent un diamétre qui varie entre 12
et 14 nm et une masse moléculaire moyenne proche de 400 kDa. Elles sont riches en esters de

cholestérol (tableau 4).
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* HDL, (d < 1,125) : cette appelation détermine une sous-classe d'HDL dont le diamétre
atteint 10 nm et dont la masse moléculaire est proche de 280 kDa. Produit de la maturation
plasmatique des HDL,, cette sous-classe est riche en esters de cholestérol et peut s'enrichir en
triglycérides sous I’action de la CETP.

* HDL, (1,125 < d < 1,210) : cette appelation détermine une sous-classe d'HDL d’un
diameétre plus réduit que les HDL, (8 nm) qui atteignent 180 kDa.

* VHDL (1,210 < d<1,250) : les VHDL sont des HDL trés denses dont la taille n’excéde
pas 7 nm et dont la masse moyenne est de 150 kDa.

3.2.Classification selon Alaupovic et coll.*

Bien que la classification selon Gofman® soit encore trés souvent utilisée dans la
littérature, elle ne tient pas compte de l'importance des apolipoprotéines qui sont indispensables
a l'organisation, 2 la sécrétion et au métabolisme des lipoprotéines. C'est pourquoi Alaupovic et
coll.** ont proposé en 1980 un nouveau concept de classification basée sur la composition en
apolipoprotéines des lipoprotéines. Depuis, d’autres auteurs® ont montré que les
apolipoprotéines, en raison de leur spécificité chimique et immunologique, peuvent servir de
marqueurs pour la caractérisation des différentes lipoprotéines. L'obtention d'anticorps
spécifiques de chaque apolipoprotéine a permis la caractérisation immunologique des
lipoprotéines. De ce point de vue, les lipoprotéines peuvent donc étre considérées comme un
mélange de particules hétérogénes présentant une composition protéique définie. Suivant la
classification d’ Alaupovic, on définit :

* des particules simples, formées de lipides associés 4 une seule apolipoprotéine. C'est le
cas de la LpA-I qui ne contient que I'apoA-I comme apolipoprotéine.

o des particules complexes, composées de lipides associés 4 deux ou plusieurs
apolipoprotéines. C'est le cas, par exemple des LpA-I: A-II ou des LpA-I:A-ILE.

Les HDL sont donc ainsi définies qualitativement en fonction de leur contenu protéique.

Bien qu'elles soient en perpétuel remaniement en raison des échanges permanents
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d’apolipoprotéines qui s’exercent entre elles, on distingue deux classes principales de HDL qui
peuvent €tre séparées par des techniques d'immuno-affinité

* les particules contenant de 1'apoA-I mais pas d'apoA-II : les LpA-I.
* les particules contenant de I'apoA-I et de 1'apoA-II : les LpA-T:A-I1.

Ainsi, environ un tiers de I'apoA-I plasmatique se trouve dans les particules LpA-I
associ€es a d'autre apolipoprotéines minoritaires telles que les apo C, D, E et A-IV ainsi qu'a
des protéines enzymatiques ou de transfert comme la LCAT®® ou la CETP®®. Les deux tiers
restant se retrouvent dans les particules LpA-L:A-II, celles-ci sont aussi associées a des
apolipoprotéines mineures. Au sein des LpA-I:A-II, le rapport molaire apoA-I/apoA-II est
variable puisque 1'apoA-II, plus hydrophobe, est capable de déplacer I'apoA-I sur les HDL?’.

68.69

Selon différentes études” ™, ce rapport varierait de 1,2 a 1,9.

3.3.Les particules pré-f

Soumise a une électrophorese en gel d'agarose, la majorité des HDL migre avec une
mobilité a. Cependant, une petite fraction, représentant 2 4 5 % des HDL totales, se caractérise
par une migration électrophorétique lente (pré-B). Cette fraction est d'ailleurs hétérogéne’® et 3
sous-fractions désignées pré-Bl1, pré-B2, et pré-B3 ont ét€ obtenues par réalisation d'une
seconde électrophorése non dénaturante en gradient de polyacrylamide. Ces 3 sous-fractions
contiennent toutes de l'apoA-I et pas d'apoA-II et difféerent par leur masse moléculaire
(respectivement 71, 325 et plus de 325 kDa) et par leur contenu en lipides. De plus, les
particules de plus grande taille (pré-f3 ) contiendraient de la LCAT, de la CETP et de I'apo D.

4. METABOLISME DES LIPOPROTEINES DE HAUTE DENSITE

4.1.0rigine des HDL

Les HDL sont constituées d’un mélange hétérogéne de composés divers provenant :

* de la sécrétion directe par le foie ou l'intestin,

* du transfert d'autres lipoprotéines,

* des tissus périphériques (extra-hépatiques),

» de l'interaction directe phospholipides-apolipoprotéines.

16



Chapitre I : Les lipoprotéines de haute densité

L'origine des HDL et de leurs différents constituants est résumée sous la forme d'un
schéma’' sur la figure 5.

. > Chylomicrons
Foie

HDL naissantes

PL apoA-1

apoA-I apoA-IL~" ¢
PL
apoE
HDL naissantes
C
( ) PL | C
Cellules
Périphériques

Macrophages

Figure S5. Origine des HDL.
PL : phospholipides, C : cholestérol.

¢ Sécrétion directe ou indirecte par l'intestin.

En période de jeline, l'intestin est capable de sécréter directement des HDL discoidales de
petite taille (HDL naissantes) contenant de 1'apoA-I. Ces particules, constituées d'une double
couche de phospholipides entourée par les apolipoprotéines et contenant éventuellement du
cholestérol, évolueront ensuite vers une structure sphérique sous l'action de la LCAT. En
période post prandiale, 1'apoA-I est véhiculée par l'intermédiaire des Chylomicrons’>. Sous
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l'effet de la lipolyse, les apolipoprotéines A-I se détachent des Chylomicrons en emportant des
phospholipides pour former des HDL discoidales.

Cellules
Périphériques
PL

L—&= :
HDL
Cc Discoidales Lymphe
ré B-1
pHDL Espace

Extracellulaire .
endothélium

Figure 6. Synthése de HDL discoidales dans le liquide interstitiel.
PL : phospholipides, C : cholestérol, LCAT : lécithine cholestérol acyl transférase.

e Sécrétion directe ou indirecte par le foie.

Le foie est capable, comme l'intestin, de sécréter directement des HDL discoidales de petite
taille (HDL naissantes) riches en apoA-I et apo E”*. L'interaction de ce type de particule avec la
LCAT induit la transformation progressive de ces HDL vers une structure sphérique. Lors de ce
processus de maturation des HDL, I'apoA-I est retenue dans la particule tandis que 'apo E est
perdue au profit de lipoprotéines de densité plus faible.

Le foie intervient également au niveau de la syntheése des VLDL qui sont composées en
particulier d'apo C, de phospholipides et de cholestérol libre. Ces lipoprotéines de trés basse
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densité sont capables lors de leur lipolyse de fournir ces différents composants aux HDL, et de
participer ainsi a la maturation des HDL plasmatiques.

o Interaction directe phospholipides-apolipoprotéines.

Une troisi¢me voie de formation des précurseurs des HDL a été tout récemment avancée
par Hara et Yokoyama’®. Selon ces auteurs, les apolipoprotéines libres de la lymphe seraient
capables d'interagir directement avec les phospholipides de la membrane cellulaire de
macrophages pour donner des HDL naissantes. Celles-ci auraient une structure discoidale qui
évoluerait trés peu dans le systtme lymphatique en raison de la faible activité d'estérification du
cholestérol par la LCAT dans cet environnement”>. Cette voie est également proposée par
1'équipe de Fielding’® qui estime que les particules pré-B1 constituent les véritables précurseurs

des HDL discoidales dans le liquide interstitiel (figure 6).

4.2.Le transport inverse du cholestérol

L'hypothése la plus souvent avancée pour expliquer les propriétés anti-athérogeénes des
lipoprotéines de haute densité est leur implication dans un processus d'épuration du cholestérol
intracellulaire des cellules périphériques : le transport inverse du cholestérol. Ce mécanisme
vérifié€ in vitro, mais faiblement argumenté in vivo, pourrait intervenir en amont de la formation
de la plaque d'athérome en diminuant le risque de surcharge en cholestérol des cellules
périphériques, voire, pour certains auteurs, au niveau de la plaque d'athérome elle méme.

Les cellules périphériques (non hépatiques) ont a leur disposition deux sources différentes
d'apport de cholestérol :

e une source endogene de stérols issus de la combinaison de syntheses locales.

e un apport exogene de stérols dispensés par les LDL et les VLDL.

Pris en charge par les HDL, le cholestérol est amené au foie ou il peut étre recyclé sous
une forme combinée a d'autres lipoprotéines (VLDL), mais une partie réapparait dans la bile
sous la forme de cholestérol non estérifié ou, aprés dégradation, sous forme d'acides biliaires.
Lors de la digestion des graisses, ce cholestérol biliaire, réabsorbé par l'intestin, est relargué
dans la lymphe intestinale avec du cholestérol exogéne et réapparait ensuite dans les
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Chylomicrons. Les produits de la lipolyse de ces Chylomicrons contiennent encore la majorité
de ces stérols qui sont rapidement clarifiés par le foie, redevenant une nouvelle fois disponibles
pour le métabolisme cellulaire ou le recyclage lipoprotéique. Les principales voies de transport
du cholestérol entre le foie et les autres tissus® sont schématisées sur la figure 7.

Bile

Synthése
de novo

e

CE

FOIE

Acides biliaires

D),

Chylomicrons
(Remnants)

VLDL

/

®
Transport @oLDL l
®

Inverse du
Cholestérol A
HDL o
Sortie

HDL @

/ Tissus

IT Périphériques
CE

Figure 7. Principales voies d'échanges du cholestérol entre le foie et les
autres tissus.

PL : phospholipides, C : cholestérol, CE : cholestérol estérifié¢, VLDL : lipoprotéine de tres
basse densité.

Sans apport d'énergie, la concentration du cholestérol dans les différents tissus et dans les
lipoprotéines pourrait atteindre un état d'équilibre. Le cholestérol continuerait en effet a
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s'échanger entre les différents pools, mais il n'y aurait pas de transport net entre eux. Il est
maintenant tout a fait établi que divers mécanismes de transport actif perturbent ce simple
équilibre in vivo. L'apport de cholestérol aux cellules par des mécanismes d’endocytose via un
récepteur est un premier exemple de ce genre de processus biologique qui déséquilibre
I'hnoméostasie du cholestérol. La synthése de novo du cholestérol en est un autre

Le transport inverse constitue donc une voie d’épuration du cholestérol intracellulaire des
cellules périphériques. C'est un mécanisme complexe, compartimenté et faisant intervenir de
nombreuses protéines. Chronologiquement, on peut séparer ce processus biologique en 4
étapes :

* L'efflux de cholestérol.

*» L'estérification du cholestérol par la LCAT.

* ['étape d'échange du cholestérol estérifié par 1a CETP.
* La prise en charge du cholestérol estérifié par le foie.

4.2.1.L’efflux de cholestérol

Les tissus périphériques impliqués dans le transport inverse transférent leur cholestérol
depuis la membrane cellulaire vers les HDL sous la forme non estérifiée. Cette étape initiale
d'élimination du cholestérol est appelée efflux du cholestérol. Bien que le cholestérol des HDL
ne représente que le quart de la quantité totale du cholestérol plasmatique, il a été démontré
qu'une grande partie du cholestérol des cellules périphériques est initialement transférée vers les
HDL"".

Le cholestérol sous sa forme non estérifi€ n'est pas distribué de fagon symétrique au sein
de la membrane plasmique des cellules. Sa distribution au niveau des feuillets interne et externe
de la membrane varie suivant la composition en acides gras de la membrane et les tétes polaires
des phospholipides qui la composent’®. D'autre part, les lipides ne sont pas repartis de fagon
statistique au sein de la membrane cellulaire. En effet, de nombreuses études plaident pour la
présence simultanée de micro-domaines lipidiques de composition différente dans les
membranes biologiques’*°. En particulier, de nombreuses preuves rassemblées par Schroeder
et coll.®’ démontrent I'existence de micro-domaines isolés, riches en cholestérol, au sein de la
membrane plasmique de certaines cellules, présageant la complexité cinétique de l'efflux des
stérols membranaires. Par ailleurs, la présence ou non de protéines membranaires influence
également la composition en stérols de la membrane®. Enfin, le transport de lipides par
l'intervention de protéines intracellulaires, telles que la liver-fatty acid binding protein® (L-
FABP) ou la sterol carrier protein® (SCP-2), vers la membrane plasmique est également un
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facteur pouvant étre a l'origine d'une modification locale de la distribution du cholestérol
membranaire et, par conséquent, susceptible de modifier la cinétique de I'efflux.

Deux hypotheses différentes™ (figure 8) sont avancées pour expliquer le mécanisme de
I'efflux de cholestérol : I'une est basée sur une diffusion passive du cholestérol, 'autre sur un
processus dépendant d’un récepteur.

//Synthése | \\

"de novo" / CE
\L C
Protéines de Protéines
transfert de
transfert
C _-://
Diffusion
Passive

Albumine

pré 3-HDL pré 3-HDL
c LDL

Figure 8 : Un modéle d'efflux de cholestérol selon deux mécanismes.
C : cholestérol, CE : cholestérol estérifié, LDL : lipoprotéine de haute densité.

® Mécanisme diffusionnel du cholestérol

Le transfert de cholestérol entre vésicules unilamellaires de phospholipides est de maniére
évidente un mécanisme diffusionnel® et, bien que la solubilité du cholestérol dans I’eau soit
limitée, sa diffusion aqueuse doit également participer a l'efflux total de la membrane cellulaire.
Ce mécanisme diffusionnel passe par deux étapes distinctes et successives : la désorption d’une
molécule de cholestérol de la membrane plasmique, suivie de la diffusion aqueuse passive de
cette molécule 2 travers la couronne aqueuse située 2 la périphérie de la membrane®’*¢, La
question est de savoir si cette diffusion intervient pour la totalité de 1'efflux ou pour une part
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seulement. De récentes données cinétiques concernant l'efflux de cholestérol sur plusieurs types
cellulaires refletent l'existence de multiples pools de cholestérol au sein de la membrane
plasmique (tableau 5).

Tableau 5. Distribution du cholestérol dans les différents pools cinétiques de
la membrane plasmique de différents types cellulaires

Cellules Méthode(® Taille des pools (%)

P1(b) p2(b) P3(b)
L cell (fibroblastes) analogue 14 76 10
FuSAH (hépatémes) isotope 50 50
J774 (macrophages) isotope 15 85
Cellules musculaires lisses isotope 0 100

(@) Les cinétiques ont été déterminées en utilisant soit le déhydroergostérol (analogue fluorescent du cholestérol),
soit du cholestérol marqué.

() p1 : poot rapide d'échange de cholestérol (t = 20 min), P2 : pool intermédiaire d'échange (t'> = 2 h), P3 :
pool d'échange trés lent (/2 = 15-25 h).

Ce déséquilibre dans la composition membranaire ne peut s’expliquer en terme de
diffusion que par 1’existence de taux de désorption différents au sein de la membrane plasmique
induits par une régulation dynamique de la concentration en cholestérol dans des micro-
domaines membranaires. Un élément de réponse possible se trouve dans des expériences
d'addition d'un transporteur intracellulaire de stérol (SCP-2) a des préparations de membranes
cellulaires®'. Cette étude montre une augmentation significative de l'efflux en présence de la
protéine de transport. Ce résultat doit &tre relativisé car bien qu’une autre protéine de transfert
de lipides (L-FABP) induise une augmentation de la concentration en cholestérol du feuillet
externe de la membrane®®, aucune augmentation d’efflux n’a pu €tre mise en évidence en

présence de celle-ci.

Les partisans de cette hypothe¢se ont longtemps pensé que la diffusion aqueuse du
cholestérol ne nécessitait aucune interaction entre les HDL et la membrane cellulaire.
Cependant, trés récemment des comparaisons de vitesses maximales d’efflux induits par des
particules contenant ou ne contenant pas d’apolipoprotéines montrent que I’efflux de cholestérol
vers les HDL passe par un mécanisme beaucoup plus complexe que la simple diffusion
aqueuse®’. Les données présentées dans cette étude sont en faveur d’une interaction des HDL
avec la membrane plasmique qui permettrait d’augmenter le taux de désorption du cholestérol de
la surface cellulaire.
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Rothblat et coll.** proposent qu’au niveau de domaines membranaires faiblement pourvus
en cholestérol (pools rapides), les HDL interagissent avec la membrane cellulaire par
l'intermédiaire d'une région flexible et accessible de l'apolipoprotéine A-I¥*. Ce domaine ne
participerait pas a l'interaction avec les chaines alkyles des phospholipides au sein des disques
de petite taille et serait disponible pour interagir directement avec la membrane cellulaire. Ce
type d'interaction membranaire serait beaucoup moins fort qu'une interaction ligand-récepteur
classique et serait plus en rapport avec le type de fixation des HDL constatée par Tabas et Tall*®

ou plus récemment par Leblond et Marcel”

. Cependant, la physiologie moléculaire d’une telle
interaction n'est pas encore clairement définie. Pour Rothblat et coll.®, l'efflux dans les
domaines riches en cholestérol serait en revanche indépendant de la lipoprotéine acceptrice et
consisterait en une diffusion passive du cholestérol dans I'environnement externe aqueux de la
membrane ou il serait capté par la particule (HDL ou LDL) ou par de l'albumine. Cette
hypothese a toutefois été mise en doute récemment par Fielding et Fielding’' dont les travaux
suggerent I’existence d’un efflux spécifique, HDL-dépendant, dans des régions riches en

cholestérol : les cavéoles.

¢ Mécanisme récepteur-dépendant

Dans la seconde hypothése, l'efflux de cholestérol serait la conséquence d'un signal
intracellulaire passant par la protéine kinase C apres la fixation des HDL sur une protéine de
surface membranaire®>*®. Le cholestérol est transféré i la surface cellulaire depuis un pool de
cholestérol nouvellement synthétisé dans le réticulum endoplasmique. Ce phénomeéne a
principalement été mis en évidence sur des cellules chargées en lipides telles que les adipocytes
ou les cellules spumeuses. Les cellules périphériques telles que les fibroblastes, lorsqu'elles ne
sont pas pré-chargées en cholestérol, ne semblent pas utiliser ce type de mécanisme pour
I'efflux de cholestérol ou alors en trés faible proportion. La contribution d'un efflux induit par
un signal intracellulaire dans les cellules non chargées (représentant la vaste majorité des
cellules périphériques in vivo) est donc probablement tres faible.

En définitive, il semble qu’aucune des deux hypothéses ne suffisent a elles seules a
expliquer, de fagon pleinement satisfaisante, la spécificité de I’efflux pour les HDL. On
considére de plus en plus que les 2 mécanismes puissent co-exister : un efflux diffusionnel non
spécifique et un efflux actif pour lequel I’apoA-I jouerait un role important. Il semble, en effet,
que les particules contenant de 1'apoA-I°*, et principalement les particules pré 8-1, soient des
accepteurs préférentiels pour I'efflux actif’®. L'importance de I'apoA-I est d'ailleurs renforcée
par des études d'efflux réalisées sur du plasma dépourvu d'apoA-I aprés chromatographie
d'affinité. Comparativement au plasma non traité, l'efflux de cholestérol est, dans ces
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conditions, diminué de moitié’®, l'autre moitié correspondant apparemment 2 un efflux
albumino-dépendant. En effet dans le plasma natif, 'albumine semble jouer un rdle important
pour la composante diffusionnelle de I'efflux. Son petit diamétre, en comparaison 2 la plupart
des lipoprotéines plasmatiques, et sa capacité a complexer le cholestérol en font un candidat
intéressant d’accepteur initial du cholestérol diffusant dans la phase aqueuse enveloppant la
membrane cellulaire. A partir de ce complexe, le cholestérol pourrait ensuite diffuser vers
d'autres lipoprotéines telles que HDL ou LDL.

Ainsi, deux composantes différentes sont maintenant envisagées pour l'efflux de
cholestérol. Les caractéristiques permettant de différencier les efflux spécifiques et
diffusionnels™ sont résumées dans le tableau 6. A la différence de l'efflux diffusionnel,
l'efflux actif est sensible 2 l'action des protéases™. D'autre part, l'activité de cet efflux est peut
étre dépendant de la présence de protéines intracellulaires de transfert de lipides comme la SCP-
2 ou la L-FABP, capables de modifier et de réguler les pools de cholestérol membranaire
disponible pour ce type d'efflux. En revanche, il est établi que l'efflux actif peut étre modifié
par le taux d'activité de la LCAT” contrairement 2 la composante diffusionnelle de I'efflux qui
est indépendante de I'activité LCAT.

Tableau 6. Caractéristiques de I'efflux de cholestérol spécifique (HDL-
dépendant) et diffusionnel (HDL-indépendant).

t1/2: Temps de demi-vie du cholestérol membranaire.

“Efflux spécifique Efflux diffusionnel
Efflux rapide (t/2= 1 h). Efflux lent (t1/2= 10 h).
Sensible aux protéases. Résistant aux protéases.
Niveaux d'HDL pré-81 constants. Niveaux d'HDL pré-81 non constants.
Lié a I'activité de la LCAT. Indépendant de la LCAT.

4.2.2.Estérification du cholestérol

La conversion dans le plasma des HDL naissantes discoidales par la LCAT constitue un
élément important du métabolisme plasmatique des HDL. Elle a été mise en évidence in vivo
chez des patients présentant une déficience en LCAT®’ et également in vitro par utilisation
d'inhibiteurs de l'enzyme’®. Dans les deux cas, on constate 1’apparition de particules
discoidales riches en phospholipides et en cholestérol non estérifié, contenant de 'apoA-L
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L'action de la LCAT provoque un changement dans la localisation du cholestérol au sein
des HDL discoidales. L'enzyme catalyse, en effet, le transfert d'un acide gras d'une lécithine
vers I'hydroxyle d'une molécule de cholestérol en donnant une lysolécithine et un ester de
cholestérol (voir figure 4). La polarité des produits obtenus & I'issue de l'intervention de
l'enzyme differe fondamentalement de celle de leurs précurseurs. Les molécules d'esters de
cholestérol produites, plus hydrophobes que leurs homologues non acylées, vont migrer vers
l'intérieur de la particule pour former un coeur hydrophobe. La surface laissée vacante peut
alors a nouveau étre occupée par une autre molécule de cholestérol libre qui pourra a son tour
subir I'action de I’enzyme. La lysolécithine produite présente, en revanche, une hydrophobicité
inférieure aux lécithines. C'est pourquoi, ces molécules se dissocient de la lipoprotéine pour
étre libérées dans le plasma, ou elles s’associent a I’albumine. La résultante physico-chimique
de ce processus biologique est 1'évolution progressive de la structure discoidale initiale des
HDL naissantes vers des particules riches en esters de cholestérol de structure pseudo-micellaire

sphérique.

4.2.3.Echange du cholestérol estérifié

La protéine de transfert du cholestérol estérifié (CETP) réalise 1'échange d'une partie des
esters de cholestérol des HDL sphériques contre des triglycérides qui sont acquis au dépend des
lipoprotéines de basse densité ou de leurs remnants. C'est la partie C-terminale de la CETP qui
semble impliquée dans le mécanisme de prise en charge des esters de cholestérol et des
triglycérides®. Dans le plasma, le transport des esters de cholestérol par la CETP dépend
principalement de la disponibilité des particules acceptrices riches en triglycérides et non pas de

la concentration plasmatique en CETP'%'%'.

4.2.4.Clairance par le foie

Quatre mécanismes différents semblent intervenir dans I'étape finale du transport inverse

du cholestérol : la captation hépatique.

e Le transfert du CE vers les lipoprotéines de basse densité via la CETP permet une
élimination du cholestérol par I'intermédiaire des récepteurs hépatiques'®*.
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* Les HDL], contenant de I'apo E prendraient la voie du récepteur B/E présent sur les

hépatocytes pour étre catabolisées apres internalisation'®’.

* Les esters de cholestérol peuvent également étre transférés directement des HDL au foie
sans nécessité l'internalisation des particules et ce, par un phénomeéne de captation hépatique
dans lequel le récepteur scavenger d’ Acton et coll.'™ pourrait jouer un réle important.

* La captation hépatique pourrait également faire intervenir un autre mécanisme récepteur-
dépendant. En effet, d'autres sites de fixation de HDL ont ét¢ mis en évidence sur des
hépatocytes de rat, de lapin, de porc et chez I'hnomme. Dans ces expériences, les HDL sont
fixées, internalisées puis dégradées. Le ligand mis a contribution pour ces fixations spécifiques
semble &tre l'apolipoprotéine A-I'"*'%. Cette hypothése mérite cependant confirmation car
Dashti et coll.'”” ont montré que sur la lignée humaine HepG2, le mécanisme d'interaction avec

les HDL impliquerait plut6t les apo D et C.
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CHAPITRE II. STRUCTURE ETFONCTION DE L’APOLIPOPROTEINE A-l

L'apolipoprotéine A-I est l'apolipoprotéine majeure des lipoprotéines de haute densité.
Elle constitue a elle seule 62 2 65% de la proportion protéique totale des HDL.

1. STRUCTURE DE L'APOLIPOPROTEINE A-I

1.1.Structure primaire de l'apoA-I

I JAsp Glu Pro Pro Gln Ser Pro Trp Asp Arg
11 | val Lys Asp Leu Ala Thr Val Tyr Val Asp
21 { Val Leu Lys Asp Ser Gly Arg Asp Tyr Val
31§ Ser Gin Phe Glu Gly Ser Ala Leu Gly Lys
41 |Gln Leu Asn Leu Lys Lew Lew Asp Asn Trp
51 | Asp Ser Val Thr Ser Thr Phe Ser Lys Leu
61 |Arg Glu GIn Leu Gly Pro Val Thr Gin Glu
71 {Phe Trp Asp Asn Ley Glu Lys Glu Thr Glu
81 [Gly Leu Arg Gin Glu Met Ser Lys Asp Leu
91 | Gu Glu Val Lys Ala Lys Val Gin Pro Tyr
101§ Leu Asp Asp Phe GIn Lys Lys Trp Gln Gl
111] Glu Met Glu Lew Tyr Arg Gln Lys Val Gl
121{Pro Leu Arg Ala Glu Leu GIn Glu Gly Ala
131{Arg GIln Lys Les His Giu Les Gln Glu Lys
141} Leu Ser Pro Lew Gly Glu Glu Met Arg Asp
1511 Arg Ala Arg Ala His Val Asp Ala Le: Arg
161 Thr His Leu Ala Pro Tyr Ser Asp Glu Leu
171{Arg Gin Arg Leu Ala Ala Arg Les Glu Ala
181 Len Lys Glu Asn Gly Gly Ala Arg Leu Al
191/ Glu Tyr His Ala Lys Ala Thr Glu His Leu
201| Ser Thr Leu Ser Glu Lys Ala Lys Pro Ala
211 Leu Glu Asp Leu Arg Gln Gly Les Leu Pro
221{ Val Les Glu Ser Phe Lys Val Ser Phe Leu
231} Ser Ala Leu Glu Glu Tyr Thr Lys Lys Leu
241! Asn  Thr Gin

Figure 9.Séquence de l'apolipoprotéine A-I humaine en code 3 lettres des
acides aminés'®.

L'apolipoprotéine A-I mature est constituée d'une chaine polypeptidique unique
comprenant 243 résidus. Sa structure primaire (figure 9), déterminée par séquencgage de la
protéine purifie, a été publiée par Brewer et coll.'”® en 1978. Elle ne contient pas de résidus
cystéine ni d’isoleucine.

L'apoA-I est synthétisée sous la forme d'une préproapolipoprotéine comportant 24 acides

aminés supplémentaires attachés  I'extrémité N-terminale de la protéine mature'®. Comme de
nombreuses protéines sécrétées, I'apoA-I posséde, lors de sa traduction, un peptide signal de
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18 acides aminés qui permet d'engager la proprotéine dans le lumen du réticulum
endoplasmique. Ce peptide est clivé pour donner naissance 2 une proprotéine''° contenant 249
acides aminés qui est libérée dans le plasma. La proportion de proapoA-I circulante représente
4% de la quantité total d'apoA-I plasmatique. Elle subit ensuite une maturation par clivage d'un
segment de 6 acides aminés (R-H-F-W-Q-Q) 2 I'extrémité N terminale. Cette maturation
s’effectue grice a une enzyme de conversion qui n’a pas encore été isolée mais qui serait
métallo-dépendante'!'. D'autres modifications covalentes post-traductionnelles de I'apoA-I

comme la phosphorylation et myristoylation ont été décrites dans la littérature.

Les structures génomiques des apolipoprotéines échangeables présentent des similitudes

trés marquées' '

. Elles codent pour des répétitions successives de domaines longs de 22 acides
aminés (22-mer), constituée chacune de tandems de 11 acides aminés (11-mer)!'*''*. Une étude
de séquencage de DNA a confirmé l'existence d'une périodicité de 22-mer dans 1'apoA-I*.
Dans la majorité des cas, un résidu de proline constitue le point de départ de ces unités de

répétitions (figure 10).

10 20 30 40 50

DEPPQSPWDRVKDLATVYVDVLKDSGRDYVSQFEGSALGKQLNLKLLDNW
? 22-mer 1

60 70 80 90 100

DSVTSTFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQPY

22-mer lt 22-mer P 11-mer lt

110 120 130 140 150

LDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQKIHELQEKLSPLGEEMRD
22-mer J? 22-mer )

160 170 180 190 200

RARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYHAKATEHL
22-mer i 22-mer j? 22-mer

210 220 230 240

STLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ
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l? ) ]

Figure 10.Analyse de la séquence de I'apolipoprotéine A-I humaine'"’.
Les fléches indiquent le début des unités de répétition 11-mer et 22-mer .
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1.2.Structures secondaire et tertiaire de I'apoA-I

A ce jour, aucune apolipoprotéine n'a pu étre entierement cristallisée. Seul un fragment de
22 kDa correspondant a l'extrémité N-terminale de I'apo E a pu &tre traité avec succés par
116

cristallographie’ "® et résolu par diffraction aux rayons X. En conséquence, les méthodes
disponibles pour la détermination de la structure secondaire et la structure tertiaire des

apolipoprotéines sont :

* Les algorithmes de prédictions de structure secondaire
* L'analyse spectroscopique (dichroisme circulaire et spectroscopie infrarouge)
* L'outil peptidique

* L’outil immuno-chimique

1.2.1. Analyse conformationnelle de la séquence

L'analyse de la séquence primaire de 1'apoA-I suivant la méthode de prédiction de Chou

et Fasman'!’

est présentée sur la figure 11a. Cette analyse fait apparaitre 1'existence d’une
répétition de régions o-hélicoidales séparées les unes des autres par de courts segments dont la
structure la plus probable correspond a des coudes B. Cette proportion importante d’c-hélicité

dans ’apoA-I est confirmée par I’analyse selon Garnier et coll.''® (figure 11b).

50 100 150 200

PP DAPEEPEEP Y T I |

—y
-

———HEHH - - M Alpha, Regions - Chou-Fasman
—EH—L- f}— [ Beta, Regions - Chou-Fasman
+——8—8F8—8—8—F8—8—— ®ETum, Regions - Chou-Fasman

L. 20, , 10 130 .20 . ;b

—-- B D I R @ Alpha, Regions - Garnier et coll.
i £ Beta, Regions - Garnier et coll.

H——— t ® Turn, Regions - Garnier et coll.

T +—4 — O Coil, Regions - Garnier et coll.

Figure 11.Analyse de la structure secondaire de 1'apoA-I humaine par les
méthodes de Chou et Fasman''’ (a) et Garnier et coll.''® (b).
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1.2.2.Une unité structurale : I'hélice amphipathique

Toute molécule présentant une distribution non aléatoire de groupements polaires et non
polaires est qualifiée d'amphipathique, et peut étre caractérisée en fonction de I'affinité dont elle
fait preuve pour une interface lipide/eau. Certaines molécules comme les acides gras, les sels
biliaires ou encore les apolipoprotéines échangeables (dont 'apoA-I) possédent cette propriété.
Sur la base de simples représentations de "Schiffer-Edmunson''®" et de calculs de modglisation

moléculaire, Segrest®’

propose pour la premiére fois en 1974 que le caractére amphipathique
des apolipoprotéines échangeables et leur capacité a s'associer aux lipides proviennent d'un

motif structural particulier : 'hélice o amphipathique.

Les hélices amphipathiques ont tout d’abord ét€ mises en évidence dans des protéines
globulaires lors des premiéres élucidations de structures cristallines. Plus tard, le motif hélice
amphipathique fGit 2 nouveau rencontré dans de nombreux peptides ou protéines biologiquement
actifs. En particulier, des domaines hélicoidaux amphipathiques ont ét€ décrits pour d'autres
protéines ou peptides associés aux lipides tels que des polypeptides hormonaux, des venins,
des antibiotiques et certains complexes protéiques transmembranaires. En se basant sur une
analyse détaillée de leurs propriétés structurales et physico-chimiques, le groupe de Segrest
propose de classer les hélices amphipathiques en 7 classes majeures (tableau 7) : A, H, L, G,
K, C, M. Il a établi que la différence fondamentale qui existe entre les hélices amphipathiques
des lipoprotéines échangeables (classe A) et celles rencontrées dans les autres protéines ou
peptides est la distribution des résidus chargés sur la face polaire de I'hélice.

Tableau 7. Classification et propriétés des principales classes d'hélices
amphipathiques selon Segrest et coll'*’.
Les résidus polaires sont représentés en noirs (chargés +) et gris clair (chargés -), les résidus apolaires en blanc.

Classes A H L G K C M
apolipo- hormones polypeptides  protéines protéines super-hélices  protéines
protéines peptidiques lytiques globulaires kinases

représentation

schématique . Wi

&y

moment

hydrophobe moyen 0,42 0,54 0,37 0,13 0,38 0,22 0,12

par résidu

angle moyen

occupé par la face > 180 <100 < 100 > 180 > 180 > 320 <60
polaire

hydrophobicité

moyenne par résidu 0,73 0,57 0,74 0,64 0,55 0,80 0,74
(face apolaire)
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1.2.3. Analyse spectroscopique de 1’apoA-I

Les études de dichroisme circulaire réalisées sur 1'apoA-I libre en solution confirment les
prédictions de structure secondaire obtenues avec les méthodes de Chou-Fasman''” et Garnier
et coll.''®. En effet, elles mettent en évidence une proportion importante d'o-hélicité au sein de
cette protéine (tableau 8a). On remarque que, bien que les valeurs obtenues soient trés
variables, la proportion d'a-hélicité est toujours majoritaire vis-a-vis des autres éléments de
structure secondaire. Le pourcentage moyen d'hélice o se situe aux alentours de 50%. Cette
technique spectroscopique confirme donc bien la prépondérance hélicoidale de 1'apolipoprotéine
A-I en solution. En présence de lipides, 'hélicité globale de la molécule augmente sensiblement
pour atteindre une valeur moyenne de l'ordre de 65% d'a-hélicité (tableau 8b). Ces mesures
démontrent que la conformation de I'apoA-I change lorsqu'elle s'associe aux lipides et que ce
changement va dans le sens d'une structuration de la molécule s'exprimant par une
augmentation de son a-hélicité globale.

Tableau 8. Pourcentages de structures secondaires de l'apolipoprotéine A-I en
solution aqueuse (a) et complexée a des phospholipides au sein de HDL
reconstituées (b) déterminés par dichroisme circulaire.

Les valeurs sont exprimées en %. CD: Dichroisme circulaire, [6],,,: Ellipticité a 222 nm

(a) Méthode hélicité  feuillet  coude Pelote
utilisée o B B statistique
Sparks et coll.'” CD-Compton® 49 6 17 28
Holvoet et coll.'** CD-[6],,, 48 - - -
Leroy et coll.'” CD-(61,,, 55 - - -
Fukushima et coll.'* CD-[6],y, 61 - - -
(b) Méthode hélicité feuillet coude ij;lqte
o B B statistique
Sparks et coll.'?! @ CD-Compton® 58 5 8 29
Holvoet et coll.'? ® CD-[61,,, 74 - - -
Wetterau et Jonas'” ©  CD-[6],,, 75 - - .
Jonas et coll.!?® ® CD-[6],,, 72 - - -

@ HDL reconstituées avec du POPC, ® HDL reconstituées avec du DMPC, © HDL reconstituées avec du
DPPC.
@ Pourcentages obtenus par la méthode de Compton et Johnson'?".
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La longueur d'onde correspondant a la fluorescence intrinséque maximale des résidus de
tryptophane permet d’obtenir des renseignements sur l'exposition de ces résidus vis-a-vis du
solvant. Dans le cas de I'apoA-I, il y a 4 résidus de tryptophane qui sont situés & I'extrémité N-
terminale de la molécule aux positions 8, 50, 72, et 108. L'équipe de Jonas'*® a montré que la
fluorescence maximale de I'apoA-I en solution (A, = 295 nm) est émise aux environs de 335
nm. Cette mesure suggere que l'extrémité N-terminale de la molécule se trouve plutdt dans un
environnement non polaire lorsque I'apoA-I est libre en solution. Cette valeur varie trés peu (+
3 nm) lorsque 1'apoA-I est associée aux lipides (334 nm), ce qui indique que I'accessibilité
globale au solvant de la partie N-terminale de 1'apoA-I ne change pas en présence de lipides.

Récemment, une technique nouvelle, proposée par le groupe de M.C. Phillips'? a permis
I'exploration de la structure de l'apolipoprotéine A-I par résonance magnétique nucléaire
(RMN). Cette méthode fait intervenir une étape de méthylation réductive spécifique des résidus
de lysine en utilisant du formaldéhyde (HCHO) marqué au !3C. La titration des résidus de
lysine diméthylés suggere que 1'apoA-I posséde une conformation différente lorsqu'elle est
libre en solution ou associée aux lipides. En effet, alors que 86% des résidus de lysine sont
titrés de fagon normale et semblent exposés au solvant lorsque I'apoA-I est libre en solution,
cette proportion est sensiblement diminuée quand I'apoA-I est associée aux phospholipides
(= 60%). Cette différence indiquerait un réarrangement de la conformation de 1'apoA-I faisant
intervenir des modifications d'interactions hélices-hélices ou lipides-hélices. Cette observation a

128 en utilisant cette méme technique sur I’apoA-I libre en solution dans

récemment ét€ confirmée
un mélange eau/n-propanol qui permet de mimer la conformation de la protéine associée aux

lipides.

1.2.4.Modélisation moléculaire

Afin d'analyser et de prédire la structure des hélices amphipathiques des apolipoprotéines,
de nombreux outils de modélisation moléculaire ont été développés. Trois d'entre eux,
particuliérement intéressants, sont abordés dans ce chapitre. Chacun d'eux envisage le
probléme de la modélisation de fagon différente pour apporter des informations
complémentaires quant 2 la structure secondaire et a la structure tertiaire de 1'apoA-I. Le but
commun de ces trois approches est de proposer un modgle structural global de I'apoA-I.

* Le programme du groupe de Segrest'” de l'université d'Alabama (USA) constitue &
I’origine un outil prédictif permettant d'identifier, a partir de la séquence primaire, les domaines
d'une protéine ou d'un peptide capables de se replier en une hélice amphipathique et d’effectuer
leur classement. Ainsi, 3 classes distinctes d'hélices amphipathiques ont ét€ identifiées dans
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I'apolipoprotéine A-I : la sous-classe G*, la classe A et la classe Y (figure 12). Les 3 classes
sont définies selon la distribution des charges et les tailles relatives des faces polaires et non-
polaires de 1'hélice (figure 13).

] Hélice amphipathique de Classe G* oo Moment hydrophobe/résidu
Il Hélice amphipathique de Classe A <&@ Peptide s'associant aux lipides

Hélice amphipathique de Classe Y Peptide ne s'associant pas aux lipides

Figure 12.Répartition des 3 classes d'hélices amphipathiques (A, Y, G*) au
sein de l'apolipoprotéine A-I humaine'*.

Classe A Classe Y Classe G*

Figure 13.Distribution polaire/non polaire des trois classes d'hélices
amphipathiques rencontrées dans les lipoprotéines échangeables selon
Brouillette et coll.'’.

Les hélices sont représentées en projection axiale avec, en blanc les résidus non polaires, en
gris les résidus polaires chargés négativement, et en noir les résidus polaires chargés
positivement.

34




Chapitre II : Structure et fonction de I’apolipoprotéine A-L

Face Face
apolaire apolaire
Face 1™ Face T©m——
polaire polaire
| B | ponse————
]
.$ '- .
K A i
3 . i~ ]
ety "
Résidus chargés Résidus chargés
postivement négativement

Figure 14. positions des résidus chargés et non chargés dans les hélices

amphlpathlques de classe A, analysées a I’aide du programme COMNET par
Segrest et coll.'*'.

Les résidus charges positivement se retrouvent préférentiellement a proximité de ’interface
polaire/apolaire tandis que les résidus chargés négativement sont retrouvés majoritairement au
centre de la face polaire. Un total de 28 séquences hélicoidales d'apolipoprotéines ont été analysées : A-I (44-
65, 66-87, 99-120, 121-142, 143-164, 165-186, 187-208, 220-241), A-II (18-30, 39-47, 52-66), A-IV (40-61,
62-83, 95-116, 117-138, 139-160, 161-182, 183-204, 205-226, 227-248, 249-269, 270-288, 289-310, 311-
332), C-I (7-14, 18-29, 33-53) et C-III (40-67).

La classe A est la classe la plus communément rencontrée au sein des apolipoprotéines
échangeables (six hélices potentielles sur onze dans l'apoA-I). Segrest montre que la
distribution des résidus chargés au sein de la face polaire des hélices n’est pas aléatoire. Pour
les hélices de classe A, les résidus chargés positivement se situent plutét a l'interface
polaire/apolaire c'est a dire aux extrémités de la face polaire tandis que les résidus chargés
négativement se retrouvent préférentiellement au centre de la face polaire (figure 9). La classe
Y (quatre hélices potentielles sur onze dans I'apoA-I), présente une organisation différente :
deux groupes de résidus chargés négativement séparent les deux bras et la base d'un "Y" formé
par trois groupes de résidus chargés positivement. Enfin la classe G*, peu représentée dans
I’apoA-I (une hélice potentielle sur onze), se caractérise par une distribution aléatoire sur la face
polaire des résidus chargés positivement et négativement. Cette sous-classe est donc trés proche
des hélices de classe G retrouvées dans les protéines globulaires (tableau 6) mais posséde une
face apolaire plus conséquente.
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* Mis au point par R. Brasseur'*? de la faculté agronomique de Gembloux (Belgique), le
programme Prot*/Tammo utilise une autre stratégie pour étudier les structures secondaire et
tertiaire des molécules amphipathiques. Une premiére sélection des segments potentiellement
amphipathiques et hélicoidaux de la protéine est réalisée sur la base des méthodes prédictives de
Eisenberg'** et de Garnier et coll.'®. La structure tri-dimensionnelle d'un segment sélectionné
est ensuite construite a partir des valeurs standards associées a chacun des acides aminés de
I'hélice a (angles ‘¥ et @, potentiels de torsion, longueurs de liaison inter-atomique, etc.). Les
segments peptidiques hélicoidaux sont ensuite orientés au sein d’une interface lipide-eau en
tenant compte des énergies libres de transfert en tout point. Le potentiel moléculaire
d'hydrophobicité (MHP) est alors déterminé en déplacant une fenétre de 0,2 nm le long de I'axe
de I'hélice. Au cours de ce déplacement, on évalue la somme des énergies hydrophobes et
hydrophiles des atomes faisant partic de la fenétre. A l'issue de ce calcul, un traitement
mathématique permet de représenter en 3 dimensions les contours hydrophobe et hydrophile de
I'hélice. Par rapport au calcul du moment hydrophobe qui permet également de quantifier
I'amphipathicité d'une structure hélicoidale mais sous la forme d'un seul vecteur pour toute la
molécule, le MHP présente l'avantage de fournir la carte des énergies hydrophobe et
hydrophyle entourant 1’hélice modélisée. Un exemple d'une telle représentation pour une hélice
de I'apolipoprotéine A-I est présenté sur la figure 15.

Figure 10.Représentation d'une unité de répétition hélicoidale de !'apoA-I
humaine d'aprés son analyse conformationnelle par le programme Prot’/Tammo

de R. Brasseur. . _
Les contours en pointillés indiquent les surfaces hydrophobes et en trait plein les surfaces

hydrophiles.
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Comme le programme de Segrest, I'analyse conformationnelle selon Brasseur permet de
classer les hélices amphipathiques en plusieurs catégories spécifiques. Les résultats de Brasseur
soulignent l'importance des angles formés par les faces polaires et apolaires pour la
classification des hélices. Brasseur et coll. ont ensuite utilisé leur analyse afin de développer un

134 Lutilisation de nombreuses méthodes d'études

modele de lipoprotéine reconstituée
spectroscopiques telles que le dichroisme circulaire ou la spectroscopie infrarouge a
parallélement permis de vérifier le modele présenté dans la figure 16. Ce modéle correspond a
la prédiction de la structure des complexes discoidaux phospholipides/apoA-I comportant deux
molécules d'apoA-I par disque. Il indique la présence d'une interaction entre les chaines alkyles
des phospholipides et 6 hélices de 17 acides aminés orientées de fagon antiparalléle. Les hélices
interagissant avec les lipides sont les hélices numérotées 5, 7, 8, 9 et 10 de la figure 12
(résidus 102-239). Un aspect intéressant du modele est que l'arrangement antiparallele des
hélices, rendu possible par la présence de coudes B entre elles, autorise la formation de ponts
salins entre les différentes paires d'hélices. Ces interactions électrostatiques stabiliseraient ainsi

135

la structure tertiaire de la protéine . Les acides aminés impliqués dans ces interactions ioniques

sont indiquées dans le tableau 9.

Figure 16.Modélisation par le programme Prot’/Tammo d’un conqplexe
discoidal composé d’une bicouche de phospholipides et de 2 molécules
d’apoA-I (12 hélices)'*.
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Tableau 9.Interactions électrostatiques probables et distances inter-atomiques
entre paires d'ions d'hélices adjacentes de I'apoA-I humaine modélisées par le
programme Prot*/Tammo"*.

1 hélice o coude B 2™ hélice o “Paires dions Distance (nm)
102-118 119-123 124-140 R116 @ El125 0,63
124-140 141-145 146-162 E128 & R160 0,17

R131 & D157 0,91
E139 © R149 0,55
146-162 163-167 168-184 R149 & E183 0,79
Ri153 & E1719 0,76
R153 < E183 0,86
D157 < R173 0,79
R160 & E168 0,20
168-184 185-189 190-206 R171 & E198 0,29
R171 & E205 0,60
K182 & E198 0,83

o L'analyse conformationnelle selon Nolte et Atkinson'*” n'a, pour le moment, &té
appliquée qu'a 2 molécules : I'apoA-I et I'apo E-3. Cette méthode de prédiction consiste en
I'analyse d'un nombre exhaustif de parametres physiques (probabilités conformationnelles,
hydrophobicité, encombrement, etc.) pour chaque acide aminé de la séquence primaire. Ces
données sont ensuite moyennées et représentées sur un simple graphique. Sur la base de cette
méthode complétée par des données expérimentales (dichroisme circulaire, reconstitution
d'HDL), Nolte et Atkinson proposent un modele structural de l'apolipoprotéine A-I associée
aux lipides (figure 17). Ce modéle suggeére également 1’existence au sein de 1'apolipoprotéine
A-l, de 6 segments hélicoidaux majeurs. Les données principales de ce modele sont les
suivantes :

* la région N-terminale [1-65] de 1'apoA-I est la moins structurée et la partie (1-37)
constituerait un domaine replié de fagon autonome. Cette derniere prédiction est confirmée par
des études montrant une susceptibilité plus importante de ce domaine a la protéolyse lorsque
l'apoA-I est liée aux lipides'?®.

* la structure de la région centrale [99-186] de I'apoA-I ne diverge pas sensiblement de la
prédiction de Brasseur et coll.'*.

* Nolte et Atkinson proposent qu'il existe deux longues hélices de 35 résidus parmi les 6
segments amphipathiques, une du coté N-terminal (68-98) et I’autre du coté C-terminal (187-

223).

o L'extrémité C-terminale (231-242), plus hydrophobe, permettrait un ancrage de
I'apoA-I au coeur lipidique des HDL.
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Figure 17.Modélisation de la structure secondaire de I'apoA-I humaine selon
Nolte et Atkinson'”.
Les éléments de structure secondaire sont représentés de la fagon suivante : hélices oo (CD ),

feuillets B (MM), coude B (), et les pelotes statistiques en courbes irrégulieres.

1.2.5.L'outil peptidique

Des études utilisant des peptides synthétiques issus de séquences non naturelles ont
permis de vérifier que I'hélice amphipathique constitue bien le motif structural responsable de
l'association lipide/protéine dans les lipoprotéines échangeables. La synthé¢se de fragments
isolés d'apolipoprotéines natives, ont permis, par ailleurs, la localisation de domaines
intervenant dans la liaison avec les lipides et/ou dans I’activité biologique de la protéine. En
1975, Jackson et coll. montrent que parmi les 4 fragments peptiques obtenus par action du
bromure de cyanogene sur l'apoA-I, seul le fragment 152-245 s'associe spontanément aux
phospholipides'*. Ils ont ainsi identifié ainsi pour la premiére fois, grice a I'outil peptidique, le
domaine d'association avec les lipides dans I'apolipoprotéine A-I humaine.

» Peptides synthétiques issus de séquences non-naturelles
La conception de peptides synthétiques "de novo" a permis d'apporter des éléments de
réponse a des questions essentielles telles que l'importance de la distribution des charges au

sein de la face polaire des hélices amphipathiques de classe A, ainsi que l'influence de la

longueur des hélices et I’intérét des résidus de proline.
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Milieu
aqueux

Milieu
apolaire

Figure 18.Représentation schématique du modéle snorkel d'association des
hélices amphipathiques de classe A aux lipides proposé par Kanellis et coll. *.
L'axe de I'hélice amphipathique (A) est perpendiculaire au plan de la feuille. On note
I'enfouissement important de I'hélice dans la partie apolaire grice aux chaines aliphatiques des
résidus basiques (ici des lysines) et 'extension des parties chargées vers le milieu aqueux un
peu a la maniére du tuba (snorkel en anglais) d'un plongeur sous-marin.

La stabilisation des hélices adjacentes par I'établissement de liaisons électrostatiques est
une des hypothéses proposées pour expliquer la distribution particuliére des charges au sein de
la face polaire des hélices amphipathiques de classe A**'**'%, Brasseur et coll.'*''** suggerent
que l'établissement de tels ponts salins entre les hélices antiparalleles contribue de fagon
substantielle a la stabilit¢ de l'apolipoprotéine quand celleci est liée aux lipides. Toutefois,
d'autres études montrent que si de telles interactions sont nécessaires, elles ne sont pas
suffisantes pour assurer la cohésion de l'association protéine/lipides. L’étude d’un peptide
synthétique analogue d’une hélice de classe A (peptide 18A) a permis 2 Kanellis et coll.'® de
proposer une autre hypothése pour expliquer la disposition non aléatoire des charges sur les
hélices de classe A : le modele snorkel (figure 18). Ces auteurs s’appuient sur le fait que la
majorité des surfaces de Van der Waals des acides aminés chargés positivement (résidus
basiques) est hydrophobe. Ils proposent donc que, lorsque une hélice de classe A est associée
aux lipides, l'essentiel des surfaces de Van der Waals apolaires des résidus basiques situés a
I’interface serait en contact avec la partie hydrophobe des phospholipides et étendrait leur partie

40




Chapitre II : Structure et fonction de I’apolipoprotéine A-L

chargée vers le milieu aqueux (un peu a la maniére du tuba, snorkel en anglais, d’un plongeur
sous-marin). Ainsi, 2 la différence des autres classes d'hélices amphipathiques, cet arrangement
particulier des charges permettrait une insertion plus profonde de I'hélice dans la couche
lipidique et, par conséquent, une meilleure association lipides/protéine.

Razek et coll.'** ont cependant montré récemment que le modele snorkel ne constitue pas
une caractéristique générale des hélices amphipathiques de classe A. En effet, bien que leur
étude confirme que ce sont les interactions de type hydrophobe qui contribuent le plus 2 la
stabilisation de ses hélices, ils montrent en utilisant la résonance magnétique nucléaire que les
hélices [7-24] et [35-53] de I'apo C1 ne souscrivent qu'imparfaitement a I’hypothése de I’effet
snorkel.. En outre, lorsqu’il s'applique, 1'effet snorkel ne semble pas suffisant pour assurer
une affinité importante des hélices amphipathiques pour les lipides. En effet, 1'étude d'un
peptide synthétique dérivé d'une séquence naturelle de l'apo E (203-266), prédite comme
correspondant a une longue hélice amphipathique de classe A, a montré que ce segment

s'associait trés mal aux phospholipides'**'*.

La proline constitue souvent le premier acide aminé des unités de répétitions dans les
apolipoprotéines échangeables (figure 10). Les résidus de proline jouent un réle important
dans la coopérativité existante entre les paires d'hélices amphipathiques adjacentes. Ainsi, le
dimeére 18A-pro-18A de Segrest (37A) a été comparé au dimere 18A-18A (36A) quant a sa
capacité a se lier aux phospholipides. Cette étude montre une capacité supérieure du 37A a
entrer en compétition avec 1'apoA-I au sein des HDL par rapport au 36A. Ce dernier peptide,
consistant probablement en une simple et longue hélice amphipathique, présente méme une
affinité pour les phospholipides plus faible que le monomére 18A'*. Ces diverses observations
suggerent donc que les résidus de proline qui ponctuent ces unités de répétitions dans les
apolipoprotéines échangeables sont a l'origine d'une structuration particulierement favorable
pour 'association aux lipides des hélices amphipathiques de classe A.

* Peptides synthétiques issus de séquence natives

Les propriétés d’association avec les lipides different beaucoup d’une apolipoprotéine a
I’autre. L'apoA-II, par exemple, entre en compétition et déplace I'apoA-I in vitro au sein des
HDL®. Ceci montre bien que I'apoA-II posséde une affinité supérieure a 1'apoA-I vis-a-vis des
lipides. De méme, au sein d'une apolipoprotéine, il peut exister des différences notables entre
les hélices amphipathiques au niveau de leur capacité d’association aux lipides. Ainsi,
Palgunachari et coll.'*’ ont récemment montré que parmi les différentes hélices de 1’apoA-I,
deux seulement (44-65 et 220-241) possédent une affinité vis-a-vis des lipides suffisante pour
clarifier des vésicules unilamellaires de DMPC. Compte tenu de la capacité d’association aux
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lipides de I’apoA-I native, cette étude confirme I’existence d’un effet coopératif s’exercant entre
les hélices au cours de cette association. Une étude de Fukushima et coll.'** montre d’ailleurs
que le peptide [121-164] de I'apoA-I, correspondant a deux hélices théoriques successives, est
capable de s'associer aux phospholipides et que le mécanisme d'association de ce peptide est
comparable a celui de 1'apoA-I native.

1.3.Structure quaternaire de 1'apoA-I non associée aux lipides

Bien que les principales fonctions connues de l'apolipoprotéine A-I s’expriment lorsque
la protéine est associée aux lipides au sein des HDL, des quantités significatives d'apoA-I sont
biosynthétisées par les cellules du foie et sécrétées a I'état libre dans le plasma'*®. De plus,
durant la réaction de transfert de cholestérol estérifi€ par la CETP vers les LDL, des quantités
non négligeables d'apoA-I libre seraient produites'*’. L'apoA-I libre est parfaitement soluble

130 3 des concentrations supérieures a 0,05

dans l'eau et s'agrége en diméres et oligomeres
mg/ml. A I'état monomérique, I'apoA-I libre posséde un pourcentage d'o-hélicité proche de
50% et semble trés asymétrique si I’on en juge par des études hydrodynamiques'®'. Des
interactions intra-moléculaires au niveau des hélices de I'apoA-I monomérique sont également
envisageables. En effet, de telles interactions ont été mises en évidence dans I’apo E''°. Sous
forme oligomérique, la conformation la plus probable serait un dimeére résultant de 1’agrégation

1 Les formes plus

de 2 molécules d’apoA-I par certaines de leurs régions hydrophobes
complexes proviendraient de 1’agrégation de plusieurs de ces dimeres toujours par des

interactions de type hydrophobe.

2. STRUCTURE DE L'APOLIPOPROTEINE A-I ASSOCIEE AUX HDL

Il existe donc pour I'apoA-I deux états conformationnels majeurs : un état correspondant a
la molécule libre et un état correspondant a la molécule engagée dans une liaison non covalente
avec des lipides au sein des HDL. Ces derniéres années, 'attention de nombreux chercheurs
s'est portée sur la conformation de I'apoA-I associée aux lipides et en particulier sur la capacité
de cette molécule a former, en présence de phospholipides et dans certaines conditions
expérimentales bien précises, des particules ressemblant aux HDL plasmatiques : les HDL
reconstituées. Ces études ont surtout porté sur des reconstitutions de HDL discoidales plutdt
que sur des particules sphériques, en raison des difficultés rencontrées pour obtenir des
complexes sphériques homogenes. Les particules reconstituées constituent un modele
intéressant pour I'étude de la conformation des apolipoprotéines au sein des HDL natives.
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2.1.les méthodes de reconstitutions de HDL

Trois méthodes de reconstitution d’HDL sont généralement utilisées :
* La co-sonication d’un mélange lipides/protéine.
* L'interaction spontanée des vésicules lipidiques avec les apolipoprotéines.

* La reconstitution a 1’aide d’un détergent.

La méthode par co-sonication est la moins employée car elle pose des problémes de
reproductibilité et donne des rendements peu importants. Les deux autres méthodes, en
revanche, sont fiables et permettent I'obtention, a partir d'apoA-I et de phospholipides
synthétiques, de particules reconstituées dont les dimensions et la composition sont proches de
celles des HDL naissantes. Cependant, la méthode par interaction spontanée est cinétiquement
contr6lée par 1'état physique du lipide (équilibre entre état liquide-cristallin et état gel-cristallin
du lipide) et, en conséquence, par la composition des vésicules lipidiques utilisées. Cette
méthode reste donc limitée a quelques phospholipides (DLPC, DMPC.,...) possédant des
chaines courtes et pour lesquels la stabilisation des vésicules par interactions hydrophobes est
limitée. La reconstitution avec un détergent, en revanche, fait intervenir une étape de dispersion
des lipides par le cholate de sodium, permettant 'utilisation d'une palette beaucoup plus large
de phospholipides.

Quelle que soit la méthode utilisée, la production de complexes discoidaux est obtenue
lorsque la fraction molaire de I'apoA-I par rapport aux lipides dépasse 0,025%. A des valeurs
inférieures, on constate la production simultanée de complexes vésiculaires lipides/apoA-I non
discoidaux. L'importance de cette contamination et la taille des disques obtenus dépendent
également du phospholipide utilisé et de la taille des vésicules de départ. Les cinétiques de
formation des complexes phospholipides/protéine sont également fonction de ces mémes
paramétres®. En revanche, 1'état d'agrégation de 1'apoA-I lors de 1'incubation ne semble pas
influer de fagon importante sur la capacité de reconstitution d’HDL par cette apolipoprotéine.

Bien que la‘taille des complexes discoidaux soit fonction du rapport lipide/protéine initial,
un mélange donné peut conduire 2 la production d'un mélange homogeéne ou hétérogéne de
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125.152

particules . La formation de particules de tailles différentes fit dans un premier temps

expliquée par des variations dans le nombre de molécules d'apoA-I associées aux lipides dans

les particules reconstituées'>’

. Une particule discoidale peut en effet contenir de 2 4 4 molécules
d'apoA-I. Une méthode d'élimination du cholate sur billes de polystyréne divinylbenzéne'>*
(Biobeads, SM,) permet, lors de la préparation de complexes discoidaux avec ce détergent,
d'obtenir des particules stoechiométriquement homogénes. Cependant, une analyse plus précise
a permis a 1'équipe de Jonas'?>'> de mettre a jour une hétérogénéité supplémentaire ne pouvant
étre expliquée par une varjation du nombre d'apoA-I par particule. Swaney'> suggére que cette
variation provient d'une différence de conformation de I’apolipoprotéine au sein des HDL
reconstituées. Cette hypothése est confirmée par l'utilisation d'une autre technique de
caractérisation des particules reconstituées : I'électrophorese sur gel d’acrylamide en condition
non dénaturante. Les caractéristiques physico-chimiques de HDL reconstituées discoidales sont
présentées dans le tableau 10. Les différences existantes entre les préparations proviennent
des conditions opératoires d’obtention des HDL reconstituées, les conditions de caractérisation

utilisées étant homogenes dans ce tableau.

Tableau 10. Caractéristiques physico-chimiques de HDL  discoidales
reconstituées avec 1'apoA-I humaine.

C : cholestérol, POPC : 1-Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3 phosphatidylcholine. Lp2A-I, Lp3A-
I, Lp4A-I: HDL contenant respectivement 2, 3 et 4 apoA-I par particules.

Les diametres sont déterminés par électrophorese sur gel en conditions non dénaturantes. Les
rapports POPC/apoA-I et POPC/C/apoA-I sont des rapports molaires.

121 6

Sparks et coll. Dalton and Swaney15

méthode au cholate - Biobeads méthode au cholate - Biobeads

POPC/apoA-I Diametre (nm) POPC/apoA-1 Diameétre (nm)

Lp2A-I 32:1 9.4 41:1 8,3

reconstituées 65:1 9,8 62:1 10,1

80:1 10,2 72:1 10,6

128:1 10,6 100:1 11,0

Sparks et coll.’”’ Jonas et coll.'*®
méthode au cholate - dialyse méthode au cholate - dialyse

POPC/C/apoA-1 Diamétre (nm) POPC/C/apoA-1 Diamétre (nm)

Lp2A-1 39-47:6:1 7,8 25-42:1-6:1 : 7,6

reconstituées 104-110:3:1 9,6 85:3:1 11,8

Lp3A-1 85:17:1 10,8 82:19:1 10,9
reconstituées 126-142:6:1 13,4
Lp4A-1 171:14:1 17,0

reconstituées
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Alors que la production de complexes discoidaux est maintenant techniquement bien
maitrisée, l'obtention de particules sphériques homogénes semble plus difficile a2 mettre en
oeuvre. Jonas et coll.'? ont cependant obtenu des particules sphériques homogénes en incubant
des HDL reconstituées discoidales avec de la LCAT et des LDL. En s'inspirant de ce travalil,

Rye et coll.'*’

ont préparé des complexes sphériques contenant de 'apoA-I et de I'apoA-II en
utilisant la capacit¢ de déplacement de 1'apoA-lI par l'apoA-II. Néanmoins, les données

concernant la structure des HDL reconstituées sphériques restent encore peu abondantes.

2.2.Etudes structurales des HDL reconstituées

CROISSANCE
DU DISQUE

Charniére Charniere

Figure 19. Représentation schématique de l'hyg)othése de Ia "région charniére"
de I'apoA-I, proposée par I'équipe de Segrest®.

Une paire d'hélices (représentées par des cylindres) pivote par l'intermédiaire de 2 coudes f
faisant office de "charniéres", et vient se positionner sur la surface hydrophobe en croissance
du disque.
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En 1984, I'équipe de Segrest*’ a proposé une hypothése pour expliquer les variations de
taille de complexes discoidaux équivalents du point de vue du nombre d’apoA-I par particule.
Cette hypothése, dite de la "région charniere", est échafaudée sur la base de l'interprétation d'un
gel non dénaturant de complexes DMPC/apoA-I discoidaux. Ce gel montre une bonne
reproductibilité dans les variations de diametre de Stokes entre les différentes populations
stoechiométriquement équivalentes pour les complexes comprenant 2 et 3 molécules d’apoA-I
par particule. Cette différence, évaluée a 1,3 nm, correspond a une variation de circonférence
du disque de 4,08 nm. Jonas et coll.'® ont évalué cette méme variation 2 1,0 nm (3,14 nm de
circonférence) dans des particules discoidales reconstituées avec du POPC et du cholestérol. Or
ces variations sont compatibles avec 1'addition ou la suppression d'une ou plusieurs hélices sur
les bords du disque. Un mécanisme de croissance des HDL discoidales naissantes par
l'intermédiaire d'une région particuliére, baptisée "région charniére" a donc été proposé'®®. Ce
mécanisme, schématisé sur la figure 19, mettrait en jeu une paire d'hélices, associée aux
lipides (disque de grande taille) ou non (disque de petite taille) en fonction de la circonférence
des particules. De nombreuses études structurales sont venu corroborer cette hypothese. En

11 montre

particulier, la résolution de la structure RX d'une apolipoprotéine d'insecte (LplII)
que celle-ci peut adopter deux conformations distinctes : une forme totalement structurée et une

autre moins structurée comportant une paire d'hélices désolidarisées du reste de la molécule.

2.2.1.Etudes spectroscopiques

La spectroscopie infrarouge a réflexion atténuée (ATR IR) apporte des informations sur
'orientation des hélices des apolipoprotéines dans les particules discoidales. Par cette

1" ont montré que les hélices amphipathiques de l'apoA-I se

technique, Brasseur et col
positionnent parallélement aux chaines alkyles des phospholipides dans les HDL naissantes.
Par ailleurs, Wald et coll.'®> ont réalisé une étude spectroscopique sur trois complexes
discoidaux de tailles homogenes en utilisant ' ATR IR et la polarisation de fluorescence. Les
résultats confirment que les hélices sont essentiellement orientées parallélement aux chaines
alkyles des phospholipides et indiquent que la structure secondaire de I'apoA-I est identique

dans les trois populations de particules.

La technique la plus informative en matiere d’étude structurale est sans doute la résonance
magnétique nucléaire (RMN). Pourtant, son utilisation reste limitée dans le cas de complexes
macromoléculaires tels que les HDL reconstituées. Grice a un marquage spécifique des résidus
de lysine au 13C, Phillips et coll.””' ont étudié par RMN les conformations de I'apoA-I associée
aux lipides au sein de complexes discoidaux comprenant 2 molécules d’apoA-I par particule. Ils
montrent ainsi que la conformation de 1'apoA-I est différente au sein des HDL reconstituées
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stoechiométriquement équivalentes mais de tailles différentes. Ces auteurs ont également
proposé un modele structural de 1’apoA-I liée aux lipides au sein des HDL (figure 20). Selon
ces auteurs, les différences de structuration de l'apoA-I dans les complexes discoidaux
s'exerceraient au niveau du premier tiers N-terminal de la protéine et non pas au niveau d’une
région charniére centrale.

C-term

122 166 | 221

N-term

Figure 20. Modéle structural de 1'apoA-I humaine liée aux lipides selon
Sparks et Coll.'”.

Le motif en ruban représente la structure a-hélicoidale amphipathique ponctuée par des coudes
B (), de la pelote statistique V), et du feuillet B (AA). Les faces polaires des hélices sont
indiquées en blanc et les faces apolaires en foncé. La localisation des résidus de lysine est
indiquée par un cercle (@ ou @). Les nombres indiquent les positions des résidus le long de la
séquence de 1'apoA-L

2.2,2.Etudes immuno-chimiques

Des anticorps monoclonaux (mAbs) ont également été utilisés de maniere intensive dans
le but de préciser la conformation de 'apoA-I au sein des HDL natives ou reconstituées, ainsi
que les facteurs capables de moduler 1'expression des épitopes correspondants. Certain mAbs
produits a partir d¢ HDL reconnaissent de fagcon plus importante 1'apoA-I libre que les
lipoprotéines'®®. Toutefois, I'état associ€ aux lipides a permis d'augmenter 1’immuno-réactivité
de l'apoA-I pour 3 épitopes superposés, situé€s dans une région comprise entre les résidus 95 et

120'*'%*, Ce domaine apparait donc bien comme une région exposée au sein des HDL. La
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partie N-terminale extréme de I'apolipoprotéine, correspondant aux résidus 2-8 et 1-15, semble
24.163

également trés exposée

21

] mAb A05 mAb 5F6 mAb A44
EZZ4 mAb 3G10 mAb A03 mAb 4A12

Figure 21.Structure de l'agoA-I dans les HDL discoidales, prédite par des
études immuno-chimiques'®.

Les hélices o amphipathiques (représentées par des cylindres) sont orientées parallélement a
I'axe du disque et de fagon antiparallele les unes par rapport aux autres. Chaque motif
correspond a un épitope différent dont l'anticorps associé est indiqué dans la légende.

A (dessus) : ApoA-I liée aux lipides par 8 hélices dans les HDL discoidales comprenant deux
molécules d’apoA-I par particule (9,6 nm). A (dessous) : Structure intermédiaire de 1'apoA-I
liée aux lipides par 7 hélices dans les HDL discoidales comprenant deux molécules d’apoA-I
par particule (9,6 nm).

B : 2 structures intermédiaires de l'apoA-I liée aux lipides par 6 hélices dans les HDL
discoidales comprenant deux molécules d’apoA-I par particule (7,8 nm).

La production de HDL reconstituées de taille homogeéne a offert des perspectives
intéressantes pour l'étude de la conformation de 1'apoA-I liée aux lipides. Marcel et coll. ont
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étudi€ I'effet de la taille des HDL reconstituées sur la conformation de 1'apoA-I humaine en
utilisant l'outil immuno-chimique'®®. Une collection trés précisément cartographiée de 15
anticorps monoclonaux** a permis d'aboutir aux conclusions suivantes :

* L'association de I'apoA-I aux lipides implique un changement de conformation de la
molécule qui affecte la plupart des domaines de la protéine.

* La conformation de I'apoA-I est sensiblement différente dans les diverses sous-classes
de particules stoechiométriquement homogeénes.

* L'arrangement discontinu de certains épitopes est en accord avec 1'hypothése d’un

arrangement antiparallele des hélices amphipathiques dans la région centrale de la protéine.

* Des expériences de compétition, utilisant des mAbs pris deux par deux, suggerent que la
région centrale de l'apoA-I, comprise entre les résidus 99 et 164, constitue la région de
conformation la plus variable lors de la croissance des HDL reconstituées discoidales. Les
auteurs proposent que ce segment de la protéine constitue la "région charniére" proposée par
Segrest®,

Sur la base de ces études immuno-chimiques, les auteurs proposent par ailleurs un
modele moléculaire de la conformation de 1'apoA-I humaine dans les particules discoidales'®

(figure 21). Par une approche similaire, Luchoomun et coll.”’

suggerent que le domaine N-
terminal de I’ apolipoprotéine se positionnerait sur la face polaire du disque de telle sorte que la
région 25-82 de I’apoA-I soit proche dans I’espace de la région centrale (149-186) de

I’apolipoprotéine.

2.2.3.Protéolyse limitée

La protéolyse limitée constitue un outil précieux pour préciser la conformation d'une
protéine. Cette technique a été utilisée par quelques groupes de recherche s'intéressant a la
conformation de l'apoA-I liée aux lipides. En particulier, 1'équipe de Swaney a fait subir
plusieurs protéolyses limitées (trypsine, protéase deS. aureus Vg, et elastase) a des HDL
reconstituées discoidales. L’ analyse des fragments obtenus'*® a permis de mettre en évidence un
domaine N-terminal (résidus 1 a 91) trés résistant aux protéases. Ces résultats sont en accord
avec les données obtenues par Kunitake et coll.'®® dont les clivages enzymatiques de HDL pré-B
produisent également un fragment résistant de 12 a 14 kDa correspondant a cette méme

extrémité. De nombreuses études suggérant que ce domaine n'est pas impliqué dans
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l'association lipides/protéine'*'**, les auteurs considerent que la résistance aux enzymes de ce
fragment provient d’une organisation pseudo-globulaire de la partie N-terminale de la protéine.
En revanche, la partie carboxy-terminale de ce fragment (résidu 91) semble trés sensible 2
l'action limitée des enzymes protéolytiques. Les résultats de Dalton et Swaney, 2 l'instar de
ceux de Kunitake et coll., sont donc en accord avec I'hypothe¢se d’une région accessible au
niveau de 1’hélice 5 (résidus 99-120).

Dans une étude similaire, Lins et coll.'”® ont soumis des HDL reconstituées discoidales a
une digestion enzymatique par la protéinase K, la trypsine et la pronase. Un fragment C-
terminal de 24 kDa correspondant au produit d’un clivage au niveau des résidus 43-46 est
retrouvé. Un fragment similaire'” est obtenu avec des HDL discoidales reconstituées, purifiées,
contenant du POPC et soumises & l'action de la chymotrypsine et de la protéase de S. aureus
Vg. Par ailleurs, cette étude montre la sensibilité trés marquée des unités de répétition
hélicoidales 5 et 6, tandis que les autres unités de répétition hélicoidales semblent, au contraire,
trés résistantes. Cette derni¢re observation est, une fois de plus, en accord avec la présence
dans la partie centrale de 1’apolipoprotéine, d'une région mobile, capable de modifier la
conformation de I'apoA-I au sein des HDL. La grande résistance de l'extrémité C-terminale
(résidus 165-243) confirme, par ailleurs, l'importance de cette région dans la liaison de la
protéine avec les lipides.

2.3.Variants naturels et mutagénése dirigée

2.3.1.Variants naturels

Sur la base d'une séparation électrophorétique de 32000 échantillons sanguins, 20

1672 176 ont pu étre mis en évidence et caractérisés. La

variants naturels de 1'apoA-I humaine
combinaison de méthodes telles que I'HPLC, la spectrométrie de masse et le séquengage
protéique, a permis d'identifier ces variants présentés dans le tableau 11. L'analyse de ces
différentes mutations montre que la plupart ne sont pas distribuées de fagon statistique dans Ia

séquence de la protéine. En réalité, trois criteres régissent cette distribution :

» Une hypervariabilité des cytosines sur I'extrémité 5’ du géne, donnant lieu a 3 mutations
affectant les proline 3 et 4.

» Une hypervariabilité des dinucléotides CpG principalement rencontrée dans les triplets
codant pour les domaines o hélicoidaux (résidus 103, 136, 169, 177 et 198)

* des mutations rencontrées dans les segments hélicoidaux entrainant peu de conséquences

conformationelles (segment 103-198).
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Table.au 11.Les principaux variants naturels de I'apolipoprotéine A-I :
substitution, codon affecté et références bibliographiques.

Substitution Codon Variation Référence
Pro3= Arg CCC C=G Von Eckardstein et coll. (1989)'%
Pro*=> His CCC C=A Menzel et coll. (1984)'¢®

Pro4=> Arg CCC C=G Menzel et coll. (1984)'6®
Arg!®= Leugyimore = CGA  G=T Von Eckardstein et coll. (1990)'®°
Gly26=> Argjow, CGGC G=C Nichols et coll.(1988)'7°
Asp¥=Glu GAIC T=G,A VonEckardstein et coll. (1990)'%!
Aspl03= Asn CGAC G=A Menzel et coll. (1984)'%
Lysl07= & Rall et coll. (1984)'"!

Lys!07= Met AAG A>T Von Eckardstein et coll. (1990)'%
Glul36= Lys CGAG G=A Mahley et coll. (1984)'7
Glu!¥= Gly GAG A=G Von Eckardstein et coll. (1990)'®°
Prol43= Arg CCA C=G Utermann et coll. (1984)'7
Glul47= val GAG A>T Von Eckardstein et coll. (1990)"®"
Alal%8= Glu GCG C=G Mahley et coll. (1984)'8
Prol65= Arg CCC C=G Von Eckardstein et coll. (1989)'’
Glu'®= GIn CGAG G=C Von Eckardstein et coll. (1990)'%
Arg!3= Cyspitano GCGC C=T Weisgraber et coll. (1983)'7*
Arg!77= Hispggnster CGC G=A Jabs et coll. (1986)'"°

Glu!%= Lysy, . CGAG G=A Takada et coll. (1989)'7¢
Asp213= Glypyiuoka GAC A=G Takada et coll. (1989)'"

L'importance de la ponctuation des hélices amphipathiques de 1'apoA-I par les résidus de
proline a déja été soulignée dans un précédent chapitre. Quelques mutations naturelles affectant
ces résidus ont été identifi€es (tableau 11). Celles qui concernent les résidus de proline situés
dans la partie N-terminale extréme de la protéine (résidus 3 et 4) n’entrainent pas de
conséquences structurales pour l'apoA-I au sein des HDL reconstituées. Ce résultat était
prévisible puisque ce domaine de 'apoA-I ne semble pas intervenir de fagon importante au
niveau de la liaison de I'apoA-I avec les lipides. Le variant Pro!43= Arg a également été décrit
comme n'impliquant aucune modification structurale importante des HDL reconstituées'’’. En
revanche, les individus hétérozygotes pour la mutation Prol®5= Arg posseédent des
concentrations d'HDL plasmatiques significativement plus basses que les individus
normaux'®’. Parmi d'autres explications possibles, cette anomalie pourrait étre significative
d'un défaut structural de la protéine. Toutefois, l'introduction de ce variant dans des HDL
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reconstituées montrent que ces particules sont également physico-chimiquement proches de
celles reconstituées avec I'apoA-I native'®. Ces observations sont importantes car cette mutation
s'accompagne, par ailleurs, d'un effet fonctionnel significatif puisque l'efflux de cholestérol
induit par les HDL reconstituées avec ce variant est inférieur de 30% 2 celui obtenu avec
l'apoA-I native'”’.

2.3.2.Mutagéneése dirigée

Minnich et coll.'”® ont obtenu, par mutagénése dirigée, les mutants d’apoA-I Pro%= His et
Pro!?l= His. Le mutant Pro!2!= His présente une capacité inférieure a celle de 1'apoA-I native
pour s’associer aux lipides tandis que le mutant Pro®®= His se compore de fagon I’apoA-I.
Cependant les faibles quantités produites n'ont pas permis la préparation de HDL reconstituées
avec ces mutants.

En revanche, d'autres mutants d’apoA-I ont pu €tre produits en plus grande quantité par
mutagénése dirigée'’*'*°. L'un d’eux, particuliérement intéressant, comporte une délétion de
Pextrémité N-terminale (A1-43). Les études d’association avec des phospholipides réalisées
avec ce variant confirment que le domaine N-terminal extréme de 1'apoA-I ne joue pas un role

1.'"® ont obtenu des

majeur dans la stabilisation de 1’association lipides/apoA-I. Minnich et col
mutants d’apoA-I possédant des segments délétés a I’extrémité C-terminale : A 148-186, A 212-
233 et A 212-243. Ils ont montré que ces délétions entrainent une diminution de l'affinité de
1'apoA-I pour les lipides. Cette étude, confirmée par Holvoet et coll.'??, démontre I'importance

du domaine C-terminal pour la fixation de 1’apoA-I aux lipides au sein des HDL.

2.4.Conclusion

Les études de modélisation moléculaire, complétées par les approches spectroscopiques et
immuno-chimiques sur des HDL reconstituées, permettent d'avoir une idée plus précise de la
structure de I'apoA-I en solution et au sein des HDL. Bien qu'il soit raisonnable de proposer,
sur la base des connaissances actuelles, que différents états conformationnels définis de
I'apoA-I existent lorsque cette protéine est associée aux lipides, il parait peu probable que ces
variations puissent étre entiérement expliquées par I'hypothése de la "région charniére"'”*. En
particulier, les différences de taille observées entre des HDL discoidales stoechiométriquement
homogenes trouvent sans doute leur fondement dans un mécanisme plus fin que la simple
exclusion d'une double hélice. Toutefois, les études décrites dans les paragraphes précédents
suggérent la présence, dans la région centrale de l'apoA-I (résidus 99 a 183), d'un domaine
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structural flexible et accessible. En revanche, le domaine C-terminal de I’apoA-I présente une
conformation stable et homogene lorsque cette apolipoprotéine est associée aux lipides, ce
domaine servant vraisemblablement d'ancrage dans la couche lipidique. Enfin, la partie N-
terminale semble moins investie dans la liaison de I’apolipoprotéine aux lipides et apparait
structurée de fagon relativement autonome.

Il faut cependant souligner le caractére simplifi€ des HDL reconstituées par rapport aux
HDL présentes in vivo. L'influence possible d'autres apolipoprotéines comme 1'apoA-II ou les
apo C sur la structure de I'apoA-I au sein des HDL natives n'est donc pas prise en compte dans
le modele synthétique. Les HDL reconstituées restent néanmoins un excellent modgle d'étude
pour déterminer les conformations de 1'apoA-I au sein des HDL et constituent également des
outils efficaces pour I'étude du role métabolique de 1'apoA-I dans la protection vis 2 vis de
I'athérosclérose.

3. FONCTIONS DE L'APOA-I
3.1.Activation de la LCAT

3.1.1.L'Enzyme

La lécithine cholestérol acyl transférase humaine (LCAT, EC 2.3.1.43) est une
glycoprotéine (60 kDa) composée d'une simple chaine polypeptidique (416 acides aminés) et de
glycanes représentant 25% du poids de la molécule'®'. Bien que sa séquence en acides aminés
soit connue'®?, la structure de la LCAT est encore peu documentée. Le pourcentage d’a-hélicité

184

de ’enzyme'®? (21%) et son caractére asymétrique'®* constituent, pour le moment, les seules
y Y q p

données structurales connues.

La LCAT est une serine-hydrolase qui agit au niveau des HDL en transférant le groupe
acyl en 2- des lécithines ou des phosphatidyl-éthanolamines vers la fonction alcool libre des
stérols, en particulier du cholestérol, afin de générer des esters de stérols (retenus dans les
HDL) et de la lysolécithine (figure 4). Elle intervient par son activité catalytique au niveau de
fonctions importantes dans le métabolisme des lipoprotéines :

* elle participe a la conversion des HDL discoidales en HDL sphériques par création d’un
noyau apolaire de cholestérol estérifié insoluble dans la bicouche composée de phospholipides

et de cholestérol non estérifié.

» elle maintient I'équilibre entre le cholestérol libre et le cholestérol estérifié
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* elle crée le gradient nécessaire au transfert du cholestérol libre des tissus vers le plasma
dans la phase initiale du transport inverse du cholestérol.

* elle intervient dans la voie métabolique des phospholipides par la conversion des
lécithines en lysolécithines.

En I’absence totale de cholestérol, la LCAT est une phospholipase, qui génére de la
lysolécithine et des acides gras libres. La LCAT catalyse également des échanges d'acides gras
entre lécithine et lysolécithine, avec pour conséquence une redistribution des positions 1- et 2-

des acides gras de la lécithine'®'%¢.

3.1.2. Activation de la LCAT par les apolipoprotéines

En utilisant de la LCAT partiellement purifiée et des apolipoprotéines isolées de HDL,
Fielding et coll. ont été les premiers & mettre en évidence I'activation marquée de la LCAT par
de l'apolipoprotéine A-I co-soniquée avec de la phosphatidylcholine extraite d'oeuf et du
cholestérol. En utilisant des techniques de reconstitution d'HDL mieux contrdlées, les potentiels
d’activation de la LCAT des autres apolipoprotéines ont également été déterminés. Les résultats
des différentes équipes de recherches sont résumées sur la figure 22. Ces études montrent que
si 1'apoA-I constitue bien l'activateur principal de la LCAT, d'autres apolipoprotéines, telle
I'apoA-1IV, sont également capables d'activer cette enzyme de facon significative. Cependant,
I’activation de la LCAT par I'apoA-IV ne représente que 25 a 38% de celle obtenue avec
I'apoA-I. La nature du phospholipide utilisé pour la reconstitution des HDL semble également
jouer un rdle important®. Enfin, la conformation de l'apolipoprotéine ainsi que l'interaction
lipides-protéine constituent des facteurs importants dans l'activation de la LCAT, ainsi que le

montrent les données suivantes:

*» Les niveaux d'activation observés avec des particules composées d’apolipoprotéines
différentes mais physico-chimiquement proches suggerent l'existence d'une structure optimale

de I'apolipoprotéine A-I pour l'activation de cette enzyme™.

* La modification chimique de 1'apoA-I par des réactifs intervenant sur les fonctions
amines libres (90% des résidus de lysine modifi€és en diméthyl-lysine) n'entraine ni
modification de structure de I'apoA-I, ni de différence de réactivité¢ vis-a-vis de la LCAT. En
revanche, une modification des résidus chargés de l'apoA-I induit des modifications

structurales de la protéine et implique un effet négatif sur I'activation de la LCAT'®".
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* L'apoA-I possede différentes conformations dans des complexes discoidaux de
diametres variables (10, 20, 38 nm) obtenus avec du DPPC, du cholestérol et de I'apoA-I. Or,
ces disques possedent des capacités différentes d'activation de la LCAT, les plus petits ayant un
potentiel d'activation supérieur'®®.

Ces trois faits montrent que la conformation de lI'apoA-I et l'association avec les
phospholipides qu’elle détermine, jouent un rdle fondamental dans l'activation de la lécithine
cholestérol acyl transférase.
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Figure 22. Apolipoprotéines activatrices de la LCAT.

Pour les quatre études, une activation de la LCAT de 100% est arbitrairement affectée a
I'apoA-I humaine.

A: HDL discoidales reconstituées par sonication*'**. B, C : HDL discoidales reconstituées par la méthode au
cholate'”’, D: vésicules de Egg-PC/chol.!"!173172,
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3.1.3.Mécanisme de l'activation

La localisation d'un domaine de I’apoA-I responsable de l'activation de la LCAT a fait
I'objet de nombreuses études. Certains peptides synthétiques et fragments CNBr de I'apoA-I
ainsi que certaines apolipoprotéines échangeables sont capables d'activer la LCAT, suggérant
ainsi qu'aucun domaine particulier de 1'apoA-I n'est spécifiquement mis en jeu. Cependant, ces
différentes séquences non homologues ou fragments ne sont capables de réaliser qu'au
maximum 40 % de I'activation obtenue avec 'apoA-I native. En conséquence, de nombreuses
équipes ont cherché a déterminer s’il existe sur I’apoA-I un site particulier qui interviendrait de
facon privilégiée dans I’activation de la LCAT.

Des études immunologiques menées par Banka et coll.'*?

suggerent que le domaine
d'activation de la LCAT se situe entre les résidus 95 et 121 de I’apoA-I. D'autres auteurs'®’
aboutissent également a des conclusions comparables. Ainsi, la région correspondant & I'hélice
5 (résidus 99-120) de l'apoA-I est trés souvent désignée comme étant impliquée dans
I'activation de la LCAT. D'autres équipes de recherches'®* proposent, sur la base de I’utilisation
de mutants d'apoA-I obtenus par mutagénese dirigée, que la région responsable de I'activation
de la LCAT par 1'apoA-I se situerait plutdt au niveau des hélices 7 et 8 (résidus 143-186) de
cette apolipoprotéine. Cependant, une étude similaire'® réalisée avec un mutant pour lequel ce
domaine était d€lété, n'a pas permis de confirmer I'importance de cette séquence sur l'activité

LCAT.

Le mécanisme d'activation de la LCAT par I'apoA-I reste a ce jour inconnu. La mise en
évidence d'une fixation spécifique de la lipoprotéine lipase sur son activateur physiologique
(apo C-IN)'*'%% | ainsi que la résolution récente de la structure cristalline d'un complexe lipase

pancréatique/colipase'®’

ont suggéré que le rdle de l'apoA-I pourrait consister a aider
l'association de I'enzyme avec l'interface substrat. Une interaction LCAT/apoA-I serait dans ce
cas a l'origine de l'activation de I'enzyme. Une hypothése séduisante a ét€ récemment avancée
par Fielding et Fielding®. Ces auteurs se sont intéréssés au fragment 154-174 de la LCAT qui,
selon les regles de prédiction de Chou: et Fasman, correspondrait & une région hélicoidale. Sur
la base de comparaisons de séquences, Fielding et Fielding ont proposé que ce fragment
pourrait constituer un point d'ancrage de I'enzyme vis a vis des HDL naissantes. Le modele
qu’ils proposent (figure 23) consiste en l'insertion du fragment 154-174 de la LCAT a la
périphérie d'une HDL discoidale. Cette insertion serait facilitée par l'interaction électrostatique
de cette hélice avec 'hélice 143-163 de 'apoA-I. D'apres les auteurs, cet ancrage de l'enzyme
permettrait le positionnement idéal du site actif de la LCAT a l'interface lipidique substrat. Ce
modele reste cependant spéculatif et une autre étude fait état d'une fixation de la LCAT
indépendante de la composition en apolipoprotéines des HDL'’®. Pour ses auteurs,

I’accessibilité de 1'enzyme serait plutdt fonction de la nature des lipides de I’interface substrat.
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Ser 181

Figure 23.Modele hypothétique d'interaction de la LCAT avec l'apoA-I dans
les HDL naissantes du plasma humain®.

En haut a gauche : déplacement d'unités de répétition centrales de 1'apoA-I (en noir), en haut a
droite : insertion du segment 154-174 de la LCAT (en gris), en bas a droite : alignement du site
actif en feuillet 8 de la LCAT et positionnement de la serine 181.

3.2.Interaction avec la membrane cellulaire

Les HDL possedent la propriété de se fixer de facon spécifique sur la membrane
plasmique de nombreux types cellulaires. Toutefois, le mécanisme par lequel elles interagissent
avec la membrane n’est pas connu a ce jour et les hypotheses proposées restent controversées.

Globalement, 2 grandes théories sont proposées :

* Certains auteurs estiment que la fixation des HDL au niveau de la membrane fait intervenir
une interaction classique de type récepteur/ligand entre une protéine membranaire et une ou
plusieurs apolipoprotéines des HDL. Un certain nombre de protéines candidates sont d'ailleurs

décrites.
* D'autres auteurs pensent qu’une telle interaction de type récepteur/ligand n'existe pas et que

la fixation des HDL fait intervenir un mécanisme d'affinité entre une ou plusieurs

apolipoprotéines et la double couche lipidique de la membrane cellulaire.

57




Chapitre II : Structure et fonction de I’apolipoprotéine A-1.

Il faut nécessairement distinguer les interactions HDL/hépatocytes ou HDL/tissus
stéroidogéniques des interactions HDL/cellules périphériques (extra-hépatiques). En effet ces
deux interactions ne possédent pas la méme signification du point de vue métabolique.
L'interaction HDL/cellules périphériques intervient au début du mécanisme de transport inverse
du cholestérol et certains auteurs pensent qu’une telle interaction est nécessaire pour 1’induction
de l'efflux du cholestérol des cellules vers les lipoprotéines. En revanche, une interaction
HDL/cellules hépatiques ne peut avoir un sens que dans la phase finale de ce mécanisme, lors
de la restitution au foie du cholestérol estérifié contenu dans les HDL. De méme, les interactions
impliquant les HDL au niveau des tissus stéroidogéniques non placentaires concernent
également la charge de ces cellules en esters de cholestérol afin qu’elles soient en mesure de
synthétiser des hormones stéroidiennes.

3.2.1.Interaction spécifique HDL-cellules hépatiques

De nombreuses études font état d'une interaction spécifique des HDL avec la membrane
de cellules hépatiques. Il est vraisemblable qu'in vivo, les HDL contenant de
'apolipoprotéine E soient captées par le foie grice aux récepteurs E ou B/E. Cependant, de
nombreuses équipes de recherche ont mis en évidence la fixation spécifique d’HDL ne

199.200.201.202.203

contenant pas d'apo E sur des membranes cellulaires hépatiques et sur des

106204 ou en culture'®). La plupart de ces études montrent

cellules hépatiques intactes (isolées
que l'apoA-I constitue le ligand préférentiel des protéines de fixation hépatiques, d'autres font
état d'une fixation des apoA-II et A-IV. Vadiveloo et coll.?? estiment que le manque de
spécificité de ces protéines de fixation des HDL provient d'un mode de reconnaissance atypique
du ligand. Selon eux, de telles protéines seraient capables de reconnaitre, non pas une séquence
particuliére, mais un type de structure donné. Les unités de répétition o-hélicoidales présentes
sur les apolipoprotéines A-I, A-IV, et A-II seraient concernées par cette reconnaissance. Ainsi,
des HDL prétraitées au tétranitrométhane (déstructurant des hélices a), n'entrent plus en
compétition avec les HDL natives sur les cellules HepG2°%. D'autre part, plusieurs anticorps
dirigés contre les régions en hélice-a de 1'apoA-I sont capables d'inhiber la fixation des HDL
sur ces mémes cellules. Enfin, I’importance de la structure en hélice o au sein des HDL est
également suggérée par d'autres données démontrant l'implication de I'extrémité C-terminale de
I'apoA-I, riche en hélices, dans l'interaction de cette apolipoprotéine avec les protéines

hépatiques de fixation des HDL*“,
Des efforts importants ont été réalisées dans le but de purifier ces protéines hépatiques de

fixation des HDL. Les résultats de ces études sont résumées dans le tableau 12. Ainsi Bond et
coll.?®®, Tozuka et Fidje*®’, De Crom et coll.>®® font état d'une protéine de 100 kDa capable de
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fixer les HDL. Certains euteurs détectent également la présence d'une autre protéine de poids
moléculaire supérieur (180 kDa). Toutes ces protéines fixent I'apolipoprotéine A-I associée aux
lipides.

Tabl.e\au 12: Principales protéines hépatiques possédant la capacité de fixer de
maniere spécifique des HDL natives ou reconstituées.
Origine des tissus ou lignée cellulaire, masse moléculaire et références.

Source cellulaire Nombres de Masse Ligands  Reéférence
protéines. moléculaire
(kDa)
Foie de porc 2 90 et 180 HDL De Crom et coll. (1992)*%
Foie de rat 2 120 et 100 HDL, LpA-I  Tozuka et Fidje(1991)%
LpA-I Vadiveloo et coll. (1993)%
Hep 3B 1 100 HDL Bond et coll. (1991)%%

Dans un article récemment paru dans Nature'®, Acton et coll. montrent qu’un mécanisme
impliquant un récepteur (SR-BI) permet la fixation des HDL a la membrane des cellules
hépatiques et le passage du cholestérol estérifié dans la cellule, sans internalisation de la
particule. Le cholestérol estérifié pourrait ensuite €tre pris en charge par un accepteur a
I'intérieur de la cellule. Les auteurs montrent que ce récepteur ne s’exprime pas au niveau des

cellules périphériques.

Il est donc démontré qu'il existe au niveau des cellules hépatiques plusieurs protéines
capables de fixer de maniére spécifique les HDL dépourvues d'apo E. Bien qu'une spécificité
large de ces protéines soit observée (fixation de I’apoA-I, apoA-II et de 1'apoA-1V), il semble
que l'apolipoprotéine A-I joue un role important dans ces phénomenes d'interaction entre HDL

et cellules hépatiques.

3.2.2.Interaction spécifique HDL-cellules périphériques

Depuis longtemps, il est connu que les HDL sont capables de fournir du cholestérol
estérifi€é aux tissus stéroidogéniques afin d’alimenter les synthéses d’hormones
stéroidiennes'>??. Cependant, d’autres cellules périphériques sont également capables de fixer
spécifiquement les HDL. De nombreuses équipes de recherche ont, en effet, mis en évidence
que certaines membranes cellulaires extra-hépatiques'®*'® et certaines cellules intactes
(isolées®'!?'2 ou en culture®) sont capables de fixer de fagon spécifique des HDL dépourvues
d'apo E. Les différentes caractéristiques de cette fixation sont les suivantes :
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» La fixation est spécifique des apolipoprotéines A-I, A-II, et A-IV.

* La fixation ne dépend pas du récepteur LDL (apo B/E).

» La fixation peut étre réversible et régulée par des hormones®'>.

* La fixation est inhibée quand les HDL sont prétraitées par des agents chimiques qui
pontent de fagon covalente les apolipoprotéines entre elles?!.

* La fixation est stimul€e par I’enrichissement des cellules avec des stérols exogénes ou

un traitement cellulaire avec du 25-hydroxycholestérol*'>-2!¢,

Des efforts importants ont été entrepris pour tenter de purifier ces protéines de fixation.
Les résultats de ces études sont résumés dans le tableau 13. Parmi ces protéines, 1’une d’elle,
appelée HBP'* pour HDL Binding Protein, fixe les HDL, les LpA-I et LpA-II, et est
actuellement considéré par de nombreuses équipes de recherche comme le principal candidat
récepteur HDL au niveau des cellules périphériques. Cependant, la structure primaire de cette
HBP ne ressemble a aucun type de récepteurs connus.

Tableau 13.Principales protéines extra-hépatiques possédant la capacité de
fixer de maniére spécifique des HDL natives ou reconstituées.
Origine des tissus ou lignée cellulaire, masse moléculaire et références.

Source cellulaire ou Nombre de Masse Ligands Référence
membranaire. protéines. moléculaire
(kDa)
Cortex adrénalien de mouton 1 78 HDL Fidge et coll.?!” (1985)
Rein de rat 1 78 HDL3 Fidge et coll.2® (1987)
Fibroblastes humains 1 (HBP) 110 HDL Graham et Oram.™ (1987)
Fibroblastes murins Egg PC/A-I
Cellules musculaires lisses Egg PC/A-I
Cellules endothéliales bovines
Macrophages J774 1 110 HDL Monaco et coll.>'® (1987)
ApoA-I
Cellules placentaires humaines 1 120 HDL Keso et coll.%° (1987)
ApoA-
Fibroblastes humains 1 16 HDL3 Mendel et coll.??! (1988)
Cellules ovariennes de rat 1 58 HDL Ferreri et Menon®2? (1990)
Adipocytes OB1771 2 92 et 80 HDL, AL Barbaras et coll.”** (1990)
A-IL A-IV
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Comme dans le cas du foie, les protéines de fixation des HDL mises en évidence sur les
cellules extra-hépatiques semblent posséder une affinité importante pour 1'apolipoprotéine A-I.
Pourtant, la spécificité de ces protéines de fixation semble large puisque 1'apoA-II et 'apoA-IV
peuvent également étre reconnues. Toutefois, Luchoomun et coll.”® ont montré par des
expériences de compétition avec des anticorps monoclonaux que la région 149-186 de 1'apoA-I
semble importante pour la fixation de complexes POPC/apoA-I sur des cellules épithéliales
humaines. Cette hypothése a récemment été confirmée par Sviridov et coll.'"® qui, en utilisant
d’autres anticorps monoclonaux, concluent également 4 I’importance de ce domaine de 1’apoA-I
pour la fixation des HDL sur les cellules périphériques.

Un modele proposé par Schmitz et coll.?**?** en 1985 indique que, pour certains types
cellulaires, une quantité substantielle d'HDL fixée sur la membrane plasmique est endocytée
puis sécrétée a la surface de la cellule. Cette rétroendocytose, mise en évidence par la technique
de marquage a I’or colloidal, n’a cependant pas été confirmée depuis. Il est probable que les
complexes HDL/protéine membranaire soient en fait endocytés puis rétroendocytés avec un
renouvellement rapide semblable a celui mis en oeuvre pour régénérer la membrane plasmique
des macrophages (3% par min). Un tel taux de régénération rapide impliquerait que
pratiquement tous les complexes HDL/protéines de fixation soient présents a la surface des
cellules comme le montrent Oram et coll.”*® avec des HDL marquées a I'iode radioactif. En
revanche, la technique & I’or colloidal pourrait retarder ce processus cyclique non spécifique par
I’encombrement stérique qu’elle impose et ainsi expliquer ’accumulation des HDL dans les

endosomes constatée par Schmitz et coll.”*.

3.2.3.Interaction mixte apoA-I/lipides membranaires

Une alternative a été proposée pour expliquer le mécanisme de I'interaction HDL/cellule
périphérique. Cette hypothése repose sur une étude portant sur L'HPL (Human Placental
Lactogen), hormone dont la libération est stimulée par l'incubation dHDL avec des explants
placentaux humains. Cette activité biologique semble due aux apolipoprotéines A-I, A-II, et
C?*". Jorgenson et coll.’”® ont démontré qu'une hélice amphipathique synthétique (18A) est
également capable de provoquer la libération de 1'HPL aprés incubation avec des
throphoblastes. De plus, ils montrent que le degré de libération de I'hormone est corrélé avec
I'affinité pour les lipides du peptide employé. Cette étude suggere donc que le rdle des
apolipoprotéines dans la libération de I'HPL passerait par une interaction des hélices

amphipathiques avec les phospholipides de la membrane cellulaire.
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Une étude immuno-chimique de Leblond et Marcel*' évoque également la possibilité
d'une interaction des hélices amphipathiques de 1'apoA-I avec la double couche lipidique de la
membrane cellulaire de cellules HepG2. Un autre travail présenté par Davidson et coll.*’ avance
¢galement I'hypothese d'une interaction apolipoprotéine/membrane plasmique transitoire, et non
spécifique, pour expliquer les différences observées entre les vitesses maximales d'efflux
obtenues en présence de DMPC/A-I et de vésicules unilamellaires de DMPC. Ce type de liaison
permettrait d'expliquer la faible spécificité de I'interaction HDL/membrane cellulaire.

3.2.4.Interaction de type lipidique

Comme nous I’avons dit plus haut, les lipoprot€ines de haute densité sont capables
d'interagir avec de nombreux types cellulaires. Afin de déterminer la nature de cette interaction,
Tabas et Tall® ont utilisés des HDL3 trypsinées & 60% (T-HDL3) dans des expériences de
fixation sur trois types cellulaires différents. De fagon surprenante, ils constatent que les T-
HDL3 se fixent plus facilement sur les 3 types cellulaires que les HDL3 non traitées par
l'enzyme. De plus, ils montrent que lors d’expériences de compétition les T-HDL3 sont
capables de déplacer les HDL3 natives plus efficacement que les HDL3 elles mémes. Des études

229230 montrent qu'une trypsination partielle des LDL (4 20%) suffit pour inhiber la

similaires
compétition entre LDL et T-LDL pour le récepteur LDL. Tabas et Tall*® proposent donc que
l'interaction protéine/protéine intervenant classiquement dans le cadre d'une liaison
récepteur/ligand n'est pas mise en jeu lors de la fixation des HDL3 sur les fibroblastes et sur
d’autres cellules périphériques. Ils suggerent que cette fixation passe par une interaction
lipide/lipide mettant en jeu, d'une part, des agglomérats membranaires de cholestérol et, d’autre

part, la surface lipidique des HDL,. D'autres observations viennent étayer cette hypothése :

231

*» La corrélation directe™  qui existe entre le contenu intracellulaire en cholestérol (et par

22y et la capacité de la cellule a interagir avec les HDLj3. Cette

conséquent membranaire
corrélation est confirmée par le blocage de l'interaction HDLga/cellule en présence de

cycloheximide qui empéche la formation du cholestérol libre cellulaire®.

e Jackson et coll?*® mettent en évidence une interaction HDL3, DMPC/A-I ou
A-II/cellules endothéliales, intervenant sans internalisation et de fagon non dissociable par

traitement trypsique.
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3.3.Efflux de cholestérol

Dans la cellule, le cholestérol est distribué dans de nombreux compartiments cellulaires
incluant les vésicules lysosomales et microsomales, et la membrane plasmique (figure 24).

Recepteur
“Scavenger”

INFLUX

LDL modifié

Recepteur B/E 4

()

Goutelette lipidique
extracellulaire

PO
HDL

EFFLUX

Inclusion cytoplasmique

Figure 24. Métabolisme du cholestérol dans les cellules de mammiféres.

Les cellules acquierent le cholestérol par endocytose (pinocytose ou phagocytose) de cholestérol
estérifié (CE) et par synthése "de novo" (voie de l'acétate via 'HMGCoA-réductase). La
biosynthese et la dégradation du cholestérol estérifié exogene alimentent de nombreux pools
intracellulaires de cholestérol (C). Un échange continu entre CE et C est assuré par voie
enzymatique via I'ACAT (acylCoA:cholestérol acyltransférase) et 1a nCEH (neutral cholesteryl
ester hydrolase). Un transport vers la membrane plasmique rend le cholestérol disponible pour
l'efflux vers la fraction HDL du liquide interstitiel.

De nombreuses études montrent le role prépondérant de I'apolipoprotéine A-I dans le
métabolisme du cholestérol. Outre le fait qu'elle active la LCAT, 'apoA-I est désignée par de
nombreux groupes de recherche comme participant de fagon active a l'efflux de cholestérol.
Méme s'il est désormais établi qu'une certaine proportion de cet efflux est diffusionnelle,
I'existence d'une composante d'efflux spécifique est soutenue par de nombreuses équipes qui

s'appuient sur les données suivantes :
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* La fixation spécifique des HDL aux cellules périphériques entraine la translocation du
cholestérol des membranes intracellulaires vers la membrane plasmique de la cellule’**. Or cette
fixation met en jeu, entre autres, 1'apolipoprotéine A-I.

* L'émission d'un second messager intracellulaire, le 1,2-diacylglycérol, aprés la fixation
des HDL 3 sur certaines cellules permettrait la translocation du cholestérol du pool intracellulaire

de cholestérol vers la membrane plasmique®*

. Cette émission nécessite la fixation des HDL3 et
en particulier de I'apoA-I. Elle serait corrélée a la transduction transitoire de protéines kinases C

vers la membrane.

» L'étude de variants naturels de I'apoA-I a montré que des mutations peuvent affecter
I'efflux de cholestérol'® dans la proportion de 30% d'efflux en moins par rapport a I'apoA-I
native. La région concernée par la mutation constituerait un domaine important pour I'efflux de
cholestérol membranaire des cellules périphériques.

* De nombreuses études®?*® font état d'une spécificité accrue de l'efflux pour les LpA-I
par rapport aux LpA-L:A-II et en particulier pour les pré-B1 HDL” pauvres en lipides. Une
conformation particuli¢re de 1'apoA-I pourrait définir un site d’accueil pour les stérols au sein

de ces particules.

* Une étude effectuée sur des souris transgéniques pour I'apoA-I humaine indique que
I’expression d'apoA-I humaine chez la souris induit un efflux de cholestérol plus important que

chez les souris témoins et également une protection de ces souris contre 1'athérosclérose®’.

Cependant, d'autres auteurs contestent le role prédominant de I'apoA-I dans l'efflux de
cholestérol. En particulier, le groupe de Phillips soutenu par celui de Rothblat défend une

187

hypothése exclusivement diffusionnelle de I'efflux de cholestérol®’. Ces auteurs s'appuient,

entre autres, sur les résultats obtenus en collaboration avec le groupe de Segrest qui montrent
qu'il est possible d'induire un efflux de cholestérol important en utilisant le peptide synthétique
18A ou ses dérivés®®,

3.4.Autres propriétés de l'apolipoprotéine A-I

3.4.1.Activation de la mobilité spermatozoique

L’activation de la mobilité spermatozoique par le sérum humain est connue depuis tres

longtemps. Il est d'ailleurs utilisé en association avec les préparations de sperme lors des
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expériences de fécondation in vitro. Récemment, un groupe de recherche a pu mettre en
évidence le facteur responsable de cette activation®*. Il s'agit d'un complexe moléculaire de 250
kDa composé d'une molécule d'albumine d'une part, d'apoA-I et d'immunoglobulines (chaines
lourdes et 1égeres) en quantité équimolaire, d'autre part. Cette SAP (Sperm Activating Protein)
n'est active que sous forme macromoléculaire. Son mécanisme d'action n'est pas encore connu,
mais compte tenu des faibles concentrations nécessaires pour cette activation, un mécanisme
récepteur dépendant ou associé a une activité enzymatique n'est pas exclu.

3.4.2.Perturbation de la fusion membranaire des virus

Figure 25. :Modéle proposé pour expliquer DPinhibition de la fusion
membranaire du virus HIV par les hélices amphipathiques de ’apoA-I**.

(A) : fusion en absence du traitement peptidique. Aprés interaction entre la gp120 et le récepteur
CD4, lagp41 perturbe probablement la bicouche lipidique entrainant la fusion membranaire. (B)
: ’hélice amphipathique de I’apoA-I pourrait intervenir en plusieurs endroits : @ perturbation de
la bicouche, @ interaction avec le domaine fusogéne, ® interaction avec un récepteur spécifique
de fusion (fr), @ compétition avec la gp120 pour la fixation sur le CDA4.
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L'infection cellulaire par les rétrovirus comme le HIV s'effectue par un mécanisme de
fusion entre la membrane du virus et celle de la cellule cible. Des agents possédant une affinité
importante pour les membranes cellulaires sont capables d'inhiber cette fusion membranaire. En
particulier de récents rapports mettent en évidence la capacit¢ de protéines possédant des
pourcentages importants d'hélices amphipathiques a intervenir au niveau de certaines
glycoprotéines membranaires virales. Ainsi, l'intervention de l'apolipoprotéine A-I dans

I'inhibition de Il'infection du virus HIV a été suggérée*’

et un mécanisme possible pour
expliquer cette inhibition est présenté sur la figure 25. L'activité inhibitrice de I'apoA-I sur la
fusion membranaire des virus a, par la suite, été confirmée en utilisant le virus de ’herpés®*!

comme modeéle.
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CHAPITRE III. ASSOCIATION DE FRAGMENTS SYNTHETIQUES
D’APOA-I HUMAINE AVEC DES PHOSPHOLIPIDES

1. INTRODUCTION

La synthese peptidique constitue un outil de choix pour étudier les domaines fonctionnels
des protéines. Dans le cas de segments hélicoidaux courts d’ apolipoprotéine, une telle étude n’a
de sens que si elle peut étre réalisée dans I’environnement physico-chimique de la protéine dans
le plasma, c’est-a-dire associée a des lipides au sein des HDL. De nombreuses études menées

avec des fragments d’apolipoprotéines naturels'*’*% 124242

243.120

ou synthétiques ou encore a I’aide

d’analogues synthétiques soulignent I’importance des unités de répétition hélicoidales des
apolipoprotéines échangeables dans I’association avec les lipides au sein des HDL. Pourtant, la
reconstitution d’HDL a I’aide de segments hélicoidaux spécifiques, isolés d’apolipoprotéines,
n’avait encore jamais été étudiée. Afin de définir la structure et le potentiel de reconstitution
d’HDL de ces unités de répétition, nous avons choisi de synthétiser trois segments issus de

I’ apolipoprotéine A-I humaine dont les séquences sont présentées dans la figure 1.

Peptide apoA-I [166-183]

166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179
Tyr Ser Asp Glu Leu Arg Gln Arg Leu Ala Ala Arg Leu Glu

180 181 182 183
Ala Leu Lys Glu

Peptide apoA-I [161-183]

161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174
Thr His Leu Ala Pro Tyr Ser Asp Glu Leu Arg Gln Arg Leu

175 176 177 178 179 180 181 182 183
Ala Ala Arg Leu Glu Ala Leu Lys Glu

Peptide apoA-1 [145-183]

145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158
Gly Glu Glu Met Arg Asp Arg Ala Arg Ala His Val Asp Ala

159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172
Leu Arg Thr His Leu Ala Pro Tyr Ser Asp Glu Leu Arg Gln

173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183
Arg Leu Ala Ala Arg Leu Glu Ala Leu Lys Glu

Figure 1.Structure primaire des fragments [161-183], [166-183] et [145-183]
de l'apolipoprotéine A-I humaine (code 3 lettres des acides aminés).
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Le choix de la séquence 145-183 de I’apoA-I dérive d’abord de considérations d’ordre
biologique. Cette séquence apparait impliquée dans I’interaction des HDL avec les cellules® et
pourrait jouer un role dans I'induction de I’efflux de cholestérol des cellules périphériques'®
vers les HDL. D’autre part, des considérations d’ordre physico-chimique sont venues
corroborer ce choix. En effet, I’unité de répétition 145-183 de I’apoA-I est prédite comme étant

I’une des plus stable 2 I’interface lipidique'’.

Dans le but de vérifier que ces séquences présentent effectivement un intérét physico-
chimique important pour la reconstitution d’HDL discoidales synthétiques, nous avons, dans un
premier temps, utilisé les outils de prédiction de structure classique. De plus, dans le cadre
d’une collaboration engagée avec le docteur Brasseur de la faculté agronomique de Gembloux,
nous avons utilis€ le programme Prot’/Tammo afin de prédire 1’organisation structurale de ces
peptides a I’interface lipidique.

2. PREDICTION STRUCTURALE ET MODELISATION MOLECULAIRE

2.1.Utilisation des méthodes prédictives classiques

La méthode de Chou et Fasman' dérive d’une étude statistique sur la fréquence
d'apparition des 20 acides aminés naturels dans 64 protéines différentes de structure connue.
Appliquée a la séquence 145-183 de I’apoA-I, I’analyse (figure 2) met en évidence la présence
de deux segments o-hélicoidaux (145-163) et (168-183) séparés par une courte région de quatre
acides aminés possédant une structure proche du coude B (164-167).

145 183

] i 1 ] 1 1 1 1 1

5 10 15 20 25 30 35
S SRR B Alpha, Regions - Chou-Fasman

[0 Beta, Regions - Chou-Fasman
. B Turn, Regions - Chou-Fasman

Figure 2. Analyse prédictive de la structure secondaire du fragment 145-183 de
Papolipoprotéine A-I humaine selon Chou et Fasman''.
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La méthode selon Garnier et coll.'® est également basée sur un traitement statistique de la
présence de chaque acide aminé au sein de 26 protéines de structure connue. L’analyse (figure
3) met en évidence la présence potentielle de deux segments o-hélicoidaux (145-162) et (167-
183) séparés par une courte région de quatre acides aminés possédant une structure prédite en
pelote statistique (163-166).

B Alpha, Regions - Garnier et coll.

O Beta, Regions - Garnier et coll.

1 M Turn, Regions - Garnier et coll.
E Coil, Regions - Garnier et coll.

Figure 3. Analyse prédictive de la structure secondaire du fragment 145-183 de
’apolipoprotéine A-I humaine selon Garnier et coll. ''®.

La représentation de "Schiffer-Edmunson'®"

permet d’apprécier le caractere
potentiellement amphipathique d’une structure o-hélicoidale. Les acides aminés sont inclus au
sein d’une structure en hélice a idéale représentée en vue axiale, de I'extrémité N-terminale vers
I’extrémité C-terminale. Sur la représentation (figure 4), on observe effectivement pour les 2

hélices prédites par Garnier et coll.'®

une ségrégation des résidus non-polaires (V,L,M,A) et
des résidus polaires (R,N,Q,K,E,D) augurant d’une amphipathicité potentielle importante des 2

hélices.

L’analyse selon Chou et Fasman''” montre la probabilité de présence d’une structure en

coude B entre les 2 hélices. La méthode de Garnier et coll.!'®

suggere plutdt une structure en
pelote statistique. Afin d’avoir une idée plus précise de la structure de cette zone d’articulation,
nous avons utilisé une méthode de prédiction plus spécifique. Sur la base d’une étude statistique
prenant en compte les différents types de coudes B au sein d’un groupe de 59 protéines de
structure RX connue, Wilmot et Thornton’** ont constitué un classement de ces coudes B en
fonction des angles @ et ¥ des résidus i+1 et i+2 appartenant au coude. Ils les ont désigné par
les appellations coudes B de type I (®,,,=-60° ¥, ,=-30°, @, ,= -90° \¥,,,=0°), coudes B de type II
(D,

i+l

=-60° ¥,,,=120°, @, = 80° ¥,,=0°) et coudes B non spécifiques pour tout coude ne

présentant pas les caractéristiques du type I ou du type II.
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M MILVFEYW
B GcAp

I D.EN,QKHR,STC

145-161

166-183

Figure 4. Représentation de "Schiffer-Edmunson’ des séquences 145-161 et
166-183 de I’apolipoprotéine A-I humaine'".

Appliquée a la séquence 162-168 (tableau 1), I’analyse montre qu’une structuration en
coude B de type I semble peu probable dans cette région. En revanche, I’enchainement A ,-
P ss-Y 66-S16; POUITAIL Se structurer en un coude 8 de type II. L’analyse montre également des
possibilités de structuration en coude B non spécifique (avec cependant une moindre probabilité)
au niveau des trois séquences suivantes : L c-A P~ Y 46

A164'P165'Y166‘S167
D 6sPi6s-Y 166-S167-
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Tableau 1. Analyse structurale prédictive de la séquence 162-168 de I’apoA-I
humaine selon Wilmot et Thornton®** : prédiction des coudes 8 de type I, II et
non spécifique.

A chaque acide aminé€ en position i, i+1, i+2, et i+3 correspond une fréquence (f) d’apparition
f(i), f(i+1), f(i+2), f(i+3) dans une structure en coude B. Si le produit Pi des fréquences pour
une séquence donnée de quatre acides aminés est supérieur a la probabilité minimale (Pi min) de
structuration selon le coude considéré, la formation d’un tel coude a cet endroit est alors
fortement probable.

TYPE 1
AA H L A P Y S D

f 0,0408 0,0190 0,0210 0,0001
0,0117 0,0296 0,0047 0,0289
0,0136 0,0721 0,0202 0,0211
0,0279 0,0145 0,0421 0,0289

Pi
HLAP 1,63E-09
LAPY 4,70E-08
APYS 4,18E-07
PYSD 4,92E-07 Pimin: 5,46E-7

TYPE 1T
AA H L A P Y S D

f 0,0041 0,0029 0,0012 0,0001
0,0146 0,0136 0,0001 0,0173
0,0148 0,0581 0,0058 0,0074
0,0186 0,0087 0,0025 0,0163

HLAP 1,43E-12
LAPY 3,44E-10

Pimin: 1,13E-8

Non

Specifique AA H L A P Y S D

f 0,0367 0,019 0,0148 0,0558
0,0292 0,0346 0,0535 0,0462
0,0187 0,0605 0,026 0,057
0,0465 0,289 0,0483 0,0271

Pimin: 1,45E-6
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En conclusion de ces analyses prédictives de structure secondaire portant sur la séquence
145-183 de I’apoA-I, on peut raisonnablement émettre les hypothéses suivantes :

* La séquence 145-183 de I’apolipoprotéine A-I se compose vraisemblablement de deux
régions o-hélicoidales (145-163) et (168-183).

* Ces deux o-hélices présentent un potentiel amphipathique important.

* Les deux hélices sont séparées par un court segment de quelques acides aminés,
différemment structuré. 1l est difficile de tirer une conclusion quant 2 la structure exacte de ce
segment, qui pourrait constituer soit un coude 8 (de type 2 ou de type indéterminé), soit une
structure en pelote statistique, ou encore toute forme intermédiaire. Néanmoins, quelque soit sa
structure, ce segment constitue une rupture nette entre les 2 segments hélicoidaux.

2.2.Modélisation moléculaire

L’analyse conformationnelle des structures chimiques permet de déterminer les structures
les plus probables pour une molécule dans un solvant donné. Le programme Prot*/Tammo"*,
congu par Robert Brasseur de I’'Universit€ Agronomique de Gembloux (Belgique), fonctionne
en intégrant quatre étapes successives :

e La paramétrisation moléculaire.

Il s’agit des paramétres structuraux et énergétiques qui définissent une structure
moléculaire comme la connectivité atomique, les longueurs de liaisons, les angles de valence,
les angles de torsion et la densité électronique.

* La recherche des structures les plus probables
C’est une analyse systématique qui a pour but, & partir d’une structure étendue, de
rechercher les structures les plus probables, par rotation des angles de torsion

» L’optimisation des structures les plus probables et I’analyse statistique
des structures minimisées.
L’énergie des structures précédemment définies est minimisée.

* Le calcul et le tracé des potentiels moléculaires d’hydrophobicité (MHP).
Cette fonction permet d’accéder 2 une représentation tridimensionnelle de la molécule qui
inclue le tracé des potentiels électrostatiques ou d’hydrophobicité sous la forme de courbes

isopotentielles autour de la molécule modélisée.
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Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la modélisation du segment 145-
183 de I’apoA-I humaine et, compte tenu des résultats des méthodes prédictives précédemment
présentées, les contraintes suivantes ont été imposées a la molécule de départ :

* Séquence 145-163 structurée en a-hélice.
* Séquence 169-183 structurée en a-hélice.
*» Séquence 164-168 non structurée

A Tl’issue de cette paramétrisation, les angles de torsions (y et ¢) des acides aminés de la
zone d’articulation (164-168) qui sépare les hélices ont été identifiés et le programme leur a
donné successivement les valeurs 0°, 60°, 120°, 180°, etc.(méthode stéréoalphabet). Le
programme a ensuite minimisé et analysé les structures les plus probables par la méthode

Simplex***

. La solution présentée sur la figure 5 est la structure que nous avons choisie parmi
les 10 solutions d’énergie minimale. Les autres solutions présentaient, soit des hélices cassées a

un ou plusieurs endroits, soit des motifs hélicoidaux ne se situant pas dans un méme plan.

ser
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Figure 5.Modélisation du geptide apoA-I [145-183] par le programme Prot*
développé par R. Brasseur™?,
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Tableau 2. Résultats de la modélisation de la structure du peptide apoA-I [145-
183] a P’aide du programme prot*>%.

Prédiction des interactions électrostatiques distance en nm
Arg,,, - Glug, 0,80
Arg,,, - Glug, 0;86
Arg,s,; - Glu,, 0,91
Arg,s; - Aspg 0.43
Arg o - Aspis 0.20
Calcul des différentes energies d’interaction entre helices (KJ)
Forces de van der Waals -51,5kd
Energie d’interaction hydrophobe 60,6 kJ
Energie d’interaction électrostatique -563,2 kJ
Energie totale -554,1 kJ
Autres données

Estimation de I’angle formé par les axes des hélices 20°
Distance entre les extrémités N et C-terminales 2 nm

Le programme permet également d’accéder aux informations suivantes : identification des
couples de résidus susceptibles d’établir des interactions électrostatiques (d<l nm),
détermination de la distance entre extrémités C-terminale et N-terminale, estimation de la valeur
de I’angle que forment les axes longitudinaux des deux hélices, calcul des énergies
d’interactions inter-hélices (Van der Waals, hydrophobes, électrostatiques, et totales). Ces
diverses informations sont récapitulées dans le tableau 2. La modélisation du fragment 145-
183 de I’apoA-I par le programme Prot* suggére que la zone d’articulation 164-168 est
suffisamment longue pour permettre aux deux hélices de s’orienter de fagon antiparalicle ’'une
par rapport a I’autre. Selon ce modele, cette région ne posséde pas une véritable structure en
coude B qui devrait, en plus de I’inversion de I’orientation de la chaine peptidique, permettre
I’établissement d’une liaison hydrogéne entre le résidu i et i+3 du coude. Or, sur le modele,
I’établissement d’une telle liaison entre les 2 résidus (respectivement alanine et tyrosine) apparait
peu probable (d>0,7 nm). La structure de la région 164-168 s’apparenterait plutot a celle d’un
brin 8 étendu.

Ce modgle met en évidence, d’autre part, que la formation d’interactions électrostatiques
entre certains résidus chargés des 2 hélices adjacentes peut étre envisagée. La valeur de I'énergie
d’interaction électrostatique entre les deux hélices suggére que ces ponts salins interviennent de
fagon importante au niveau de la stabilisation du motif hélice-brin B-hélice.
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Robert Brasseur'™ a récemment introduit le concept de potentiel moléculaire
d’hydrophobicité (MHP) afin de proposer une classification des hélices amphipathiques aptes a
interagir avec les lipides. Le calcul de ce paramétre pour une ou plusieurs hélices permet de
visualiser des enveloppes hydrophobes et hydrophiles s’organisant autour d’une représentation
tridimensionnelle de la molécule modélisée. Par analogie avec le concept du potentiel
moléculaire lipophile (MLP) introduit par Furet et coll.**, Brasseur propose que !’interaction
hydrophobe entre un point M de I’espace et un atome i décroit de fagon exponentielle avec la
distance les séparant. Ce postulat implique I’équation (1) de calcul des MHP oil E,; représente
I'énergie de transfert de I’atome i, c’est a dire I'énergie qu’il faut fournir & 1’atome i pour
permettre son passage d’une phase hydrophobe vers une phase hydrophile, r; son rayon, et d, la
distance entre I’atome i et le point M. Les valeurs de E,_ utilisées dans le programme Tammo

sont celles compilées par Tanfort'®.

MHP = ¥ E¢rj . e(ti-d;) (1)

Afin de calculer les MHP pour le motif hélicoidal considéré, un plan perpendiculaire a
1’axe longitudinal de I’hélice est déplacé tous les 0,2 nm le long de I’hélice. Les MHP sont ainsi
calculés en utilisant I’équation 2 pour chaque point contenu dans le plan. Une variante d’un
programme préexistant’*’, permettant de visualiser des lignes isopotentielles électroniques,
conduit & une représentation tridimensionnelle des MHP le long de I’axe de I’hélice. Une telle

représentation peut étre visualisée sur la figure 6.

La dichotomie polaire/apolaire, mise en évidence par le calcul des MHP, confirme le
potentiel amphipathique du fragment 145-183 de I’apolipoprotéine A-I et rend compte du
potentiel de cette séquence a s’associer avec les phospholipides. De plus, si on considére
chaque hélice individuellement, la dichotomie polaire/apolaire n’est pas distribuée de manicre
symétrique, conformément au modele de I’hélice amphipathique de classe A proposé par
Segrest'?. La modélisation du segment 145-183 montre qu’un rééquilibre de la proportion
polaire/apolaire s’opére lorsque 1’on considére, non pas une hélice individuelle, mais un couple
d’hélices. En effet, les hélices interagissant entre elles par une partie de leur face polaire, la
proportion de résidus apolaires présentés en périphérie d’une paire d’hélice augmente
sensiblement par rapport & la proportion observée dans une seule hélice.
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Figure 6. Visualisation de Pamphipathicité du peptide apoA-I [145-183] par la
technique des MHP mise en ceuvre par le programme Tammo'*,

Pointillés : potentiel hydrophile.

Lignes pleines : potentiel hydrophobe.

En conclusion de cette étude de prédiction structurale et de cette modélisation, il est
possible d’avancer les éléments suivants concernant la structure tertiaire du fragment 145-183
de I’apolipoprotéine A-I humaine :

* Les résidus appartenant aux séquences 145-163 et 168-183 de I’apoA-I semblent
engagés dans une structure de type hélice o. '

* Les résidus compris entre les positions 164 et 167 sont inclus soit dans un coude B (de
type 2 ou de type indéterminé), soit dans une conformation plus étendue de type brin B. Ce
segment permet une inversion de la chaine peptidique conduisant vraisemblablement & un
positionnement quasiment antiparalléle des deux hélices qui forment toutefois un angle de
I’ordre de 20°. '
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* La modélisation moléculaire des MHP, associée 2 la représentation de "Schiffer-
Edmunson”, montre I’amphipaticité du systtme étudié et rend compte d’un potentiel
d’association important de la séquence 145-183 de I’apoA-I vis-a-vis des lipides.

* Enfin, le calcul de la composante électrostatique de 1’énergie d’interaction qui s’exerce
entre les deux hélices, montre que celle-ci est largement majoritaire par rapport aux autres forces
mises en jeu. La stabilité du motif considéré peut donc dépendre de ponts salins s’établissant
entre les 2 hélices par I'intermédiaire de certains résidus de charges opposées. De méme, la
faible composante hydrophobe de cette énergie suggere que I’interaction entre les hélices ne fait
appel qu’a des résidus polaires permettant ainsi un lissage de la proportion polaire/apolaire 2 la
périphérie de la molécule.

La modélisation moléculaire met en évidence un potentiel de liaison aux lipides important
du fragment 145-183 de I’apoA-I. Afin de vérifier expérimentalement ces prédictions, les
peptides correspondant aux segments 145-183, 161-183 et 166-183 ont été synthétisés en phase
solide.

3. SYNTHESE DES PEPTIDES

3.1.Synthése automatisée en phase solide

Le concept de la synthése peptidique en phase solide introduit par Merrifield**® est basé
sur I’addition récurrente d’acides aminés sur un support insoluble. La présence de ce support
entraine un gain de temps et une simplification des protocoles car les réactifs et les divers
solvants de lavage peuvent étre éliminés au moyen d’une simple filtration sur verre fritté. Les
acides aminés sont protégés de maniére temporaire au niveau de leur fonction a-NH, d’une
part, et de maniere permanente au niveau de leur chaine latérale, d’autre part (au moyen d’une
protection orthogonale par rapport a la précédente). Le premier acide aminé est li€ de fagon
covalente au support solide a 1’aide d’un agent de couplage. La déprotection sélective de la
fonction a-NH, de la chaine peptidique en cours d’élongation permet ensuite le couplage de
’acide aminé suivant. Ces cycles de déprotection et de couplage sont répétés n fois jusqu’a
I’obtention du peptide désiré. En fin de synthése, le peptide est obtenu par clivage de son
support insoluble et des protections des chaines latérales des résidus sensibles.
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Figure 7.Synthese peptidique en phase solide : stratégie t-Boc/benzyle sur
support MBHA, appliquée a la synthése d’un dipeptide.

La synthese s’effectue en sens inverse de la biosynthése et I’incorporation de chaque acide
aminé correspond a 1 cycle de couplage. Chaque cycle se décompose en 3 grandes étapes : @
déprotection sélective du groupement temporaire t-Boc, @ activation de 1’acide aminé a coupler,
® couplage de I’acide aminé activé. Les étapes @, @, et @ sont renouvelées pour le couplage
d’un autre acide aminé. A la fin de la synthése, les groupements protecteurs des chaines
latérales sensibles sont clivés ainsi que I’ancrage au support insoluble.
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Les peptides correspondant aux séquences 166-183, 161-183, et 145-183 (figure 1) de
I’apolipoprotéine A-I humaine ont €t€ synthétisés sur un automate Applied Biosystems 430A
(Foster City, CA). Ce type de synthétiseur est programmé afin d’appliquer la stratégie de
synthese peptidique en phase solide mise au point par Merrifield. Un schéma global décrivant le
principe de ce type de synthese est représenté sur la figure 7. Le support solide de la synthése
est une résine en polystyréne possédant un ancrage de type 4-méthyl benzhydrylamine (MBHA)
(figure 8). Elle est commercialisée par Applied Biosystems (Foster City, CA) et sa charge
initiale est de 0,77 meq de fonctions NH, par gramme de résine.

O

V4

Boc NH CH C\ —

N
Acide aminé | NH ——CH \ / @
- Ry

CHs

MBHA
Ancrage de type
amide (benzylique)

Figure 8.Un support insoluble utilisé en synthése peptidique en phase solide:
la 4-methyl benzhydrylamine résine (MBHA).
P : matrice de polystyréne réticulée a 1% par du divinylbenzene.

La procédure de couplage chimique utilisée mettait en jeu le 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-
1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate®® (HBTU) et le 1-hydroxy-benzotriazole
(HOBT) associés 2 une stratégie de protection t-Boc/Benzyl. Les groupements protecteurs des
chaines latérales sensibles étaient les suivants :

*» Asp(O-cyclohexyl) * Arg(NG-tosyl)

* Glu(O-cyclohexyl) » Ser(O-benzyl)

* His(N'™-2,4-dinitrophenyl) * Thr(O-benzyl)

* Lys(Ne-2-chloro-benzyloxycarbonyl) * Tyr(O-2-bromobenzyloxycarbonyl)
* Met(sulfoxyde)

79



Chapitre III : Association de fragments synthétiques d’apoA-I humaine avec des phospholipides.

Chaque acide aminé a été successivement mis en contact avec la peptidyl-résine dans la
N-méthyl-2-pyrrolidinone (NMP) pendant 30 min sous agitation en utilisant la stoechiométrie
suivante par rapport aux fonctions o-NH, réactives :

¢ acide aminé 2 équivalents
* HBTU 2 équivalents
* HOBT 2 équivalents

» diisopropyléthylamine (DIEA) 6 équivalents

Afin d’améliorer la solvatation de la peptidyl-résine dans le mélange réactionnel, du
dimethylsulfoxide (DMSO) a été ajouté en fin de couplage pour une durée de 5 min de couplage
supplémentaire (concentration finale de DMSO : 15% en volume). D’autre part, dans le but
d’optimiser le rendement de synthese, chaque couplage d’acide aminé a systématiquement été
doublé.

Aprées le lavage de la résine par de la NMP puis du dichlorométhane (CH,CL,), les
fonctions a-NH, n’ayant pas réagi ont été bloquées par acétylation afin d’éviter la formation de
peptides délétés trop difficiles a séparer du peptide final attendu par HPLC (propriétés physico-
chimiques trop proches). Cette opération, nommée capping, a été réalisée de la fagon suivante :

* DIEA 5% (en volume) dans le CH,Cl, pendant 4 min.

* 3 lavages au CH,CI,.

* anhydride acétique 10% (en volume) dans le CH,Cl, pendant 8 min.
* 4 lavages au CH,Cl,.

Si I’acide aminé s’est couplé correctement, il présentera une extrémité N-terminale
protégée qui ne subira pas I’action de I’anhydride acétique. En revanche, les peptides délétés
présenteront a leur extrémité N-terminale la fonction aminée libre de I’acide aminé précédent et
seront donc acétylés. Les peptides tronqués obtenus par capping seront d’autant plus faciles a
purifier que la troncature adviendra tot au cours de la synthése. En effet, plus la longueur des
peptides tronqués sera faible, plus ces peptides auront des propriétés physico-chimiques
différentes du peptide attendu.

Aprés chaque étape de capping, le groupement t-Boc protégeant la fonction o-NH,
terminale du peptide en cours de synthése a été clivé dans les conditions suivantes :

» acide trifluoroacétique (TFA) 50% (en volume) dans le CH,Cl, pendant 16 min
* Neutralisation par la DIEA 5% (en volume) dans le CH,Cl, pendant 4 min

Aprés cette étape, la peptidyl-résine présentait & nouveau une fonction o-NH, libre
susceptible de réagir avec un acide aminé protégé activé. Lorsque tous les acides aminés ont été
couplés, la fonction NH,-terminale a été déprotégée de son groupement t-Boc et acétylée suivant
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une procédure de capping classique afin que tous les peptides présentent une extrémité N-
terminale bloquée.

A ce stade, il a ét€ possible de déterminer le rendement de synthése en masse (R,) sur
phase solide comme suit :

_ MeMy)
Rs (%) = (M-M;) x 100

ou M; représente la masse finale de résine obtenue aprés synthése, M, la masse initiale de résine
introduite dans le réacteur, et M, la masse théorique attendue en supposant un couplage
quantitatif de chaque acide aminé. Pour les trois peptides, les rendements de synthése en masse
étaient les suivants :

ApoA-I [166-183] : R, = 90,8% (M, = 0,650 g; M, = 2,50 g; M, = 2,688 g)
ApoA-I [161-183] : R, = 87,6% (M, =0,325 g; M, = 1,37 g; M, = 1,516 g)
ApoA-I [145-183] : R, =81,7% (M, =0,325g; M, =192 g; M, =2,281 g)

3.2.Clivage de la résine et déprotection des peptides

La peptidyl-résine a ensuite subi une thiolyse permettant d’éliminer le groupement
protecteur N'™-2 4-dinitrophenyl des 2 résidus d’histidine en position 155 et 162. Ce
groupement protecteur est, en effet, résistant a I’acide fluorhydrique qui permet de déprotéger
toutes les autres chaines latérales des peptides synthétisés au cours de cette étude. La
déprotection de I’histidine s’effectue donc en phase solide dans les conditions suivantes :

* 2-mercaptoéthanol 20% (en volume), DIEA 5% (en volume) dans la NMP, 2 heures.
* 4 lavages a la NMP.

Chaque peptide a ensuite été désolidarisé de son support insoluble par action de I’acide
fluorhydrique anhydre. L’ancrage de type MBHA est, en effet, labile en milieu acide trés fort.
Son clivage libére une fonction C-terminale bloquée sous forme carboxamide. Le blocage des
extrémités N- et C-terminales a un but particulier. En effet, de nombreux travaux soulignent

qu’il permet d’augmenter le repliement des peptides potentiellement hélicoidaux 2**%**.

Ainsi qu’indiqué plus haut, la coupure par I’acide fluorhydrique permet également le

clivage des protections permanentes des chaines latérales du peptide. Ces déprotections générent
un grand nombre de carbocations qu’il faut piéger dans le milieu de coupure afin d’éviter qu’ils
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ne réagissent avec certaines fonctions du peptide. Dans ce but, des molécules pigges, appelées
scavengers (para-crésol, para-thiocrésol), capables de capter ces carbocations, sont ajoutées
dans le milieu de coupure. Par ailleurs, la présence d’une méthionine en position 148,
susceptible de s’oxyder pendant I’étape de coupure A haute concentration en acide
fluorhydrique, rend nécessaire I’utilisation d’un protocole particulier*> pour le peptide apoA-I

[145-183].

* peptides apoA-I [166-183] et [161-183] :
clivage a haute concentration en HF (High HF) par un mécanisme de type Syl, en
présence de molécules scavengers.

* peptide [145-183] :

1- réduction de la méthionine sulfoxyde en méthionine par un mécanisme S.2, en
présence d’HF dilué dans le diméthylsulfure (Low HF) et de molécules scavengers.

2- clivage a haute concentration en HF (High HF) par un mécanisme de type Sy1, en

présence de molécules scavengers.

Low HF

Dans un réacteur en Téflon maintenu 4 0°C, la peptidyl-résine est agitée en présence d’un
mélange HF/diméthylsulfure/p-crésol (25 :65 :10, en volume) pendant 150 min, sous vide.
L’HF et le diméthylsulfure sont ensuite évaporés sous vide et la peptidyl-résine est lavée
plusieurs fois a I’éther éthylique avant d’étre remise dans le réacteur en Téflon pour y subir la
coupure a haute concentration en HF (High HF).

High HF

Dans un réacteur en Téflon maintenu & 0°C, la peptidyl-résine est agitée en présence d’un
mélange HF/ p-crésol (90 :10, en volume) pendant 90 min, sous vide. L’HF est ensuite évaporé
sous vide et le mélange résine/peptide est lavé plusieurs fois a I'éther éthylique.

3.3.Elimination des scavengers et solubilisation du peptide

L’élimination des scavengers est réalisée suivant une procédure appelée TFA/éther

comprenant quatre étapes successives :

o solubilisation du peptide et des scavengers dans le TFA

o filtration de la suspension pour éliminer la résine ‘

e précipitation du peptide dans 1’éther éthylique (les scavengers restant y sont solubles)
e récupération du peptide par centrifugation

82



Chapitre III : Association de fragments synthétiques d’apoA-I humaine avec des phospholipides.

Concrétement, le mélange résine/peptide est mis en contact avec 3 ml de TFA. Un passage
sur verre fritt€ de ce mélange permet de séparer de la résine le mélange peptide/scavengers en
solution dans le TFA. Le filtrat est versé goutte a goutte dans de 1’éther éthylique (300 ml) dans
lequel le peptide, insoluble, précipite tandis que la plupart des scavengers passent en solution.
Le peptide est ensuite récupéré par centrifugation et lavé 2 fois a 1’éther éthylique. Le culot est
enfin séché a I’azote et repris dans ’acide acétique 2 10% dans I’eau (en volume). Finalement,
le peptide est lyophilisé€. A ce stade, on peut déterminer un rendement de clivage correspondant
au rapport de la masse théorique de peptide accroché sur la résine par la masse de peptide
effectivement récupéré. Ce rendement R_ est sans doute un peu surestimé car on élimine pas
complétement toutes les molécules de scavengers par la procédure TFA/éther et par la
lyophilisation. Ces rendements, pour les 3 peptides, ont été les suivants :

ApoA-I [166-183] : R, = 87,2%
ApoA-1[161-183] : R, =95,1%
ApoA-I [145-183] : R, = 89,5%

4. PURIFICATION ET CARACTERISATION DES PEPTIDES

4.1. Analyse des produits bruts de coupure HF

Un peptide provenant directement de la procédure TFA/éther sans aucune purification
ultérieure est appelé produit brut de coupure HF. L’analyse par RP-HPLC (chromatographie
liquide haute performance en phase inverse) du produit brut de coupure HF permet souvent
d’évaluer le bon déroulement de la synthése. En effet, la présence d’un pic majoritaire rend
compte de la présence d’un seul produit de syntheése avec peu de sous-produits. En revanche
’existence de plusieurs pics d’aires comparables peut parfois s’expliquer par la présence d’un
ou plusieurs sous produit de capping, différents du produit attendu. Toutefois, les propriétés
physiques différentes des fragments acétylés (en particulier lorsque le capping intervient en
début de syntheése) entraine souvent une élution avec un temps de rétention suffisamment
différent en RP-HPLC pour permettre une bonne séparation de ces sous-produits.

La figure 9 présente les analyses en RP-HPLC des produits bruts de coupure HF des
peptides apoA-I [166-183], apoA-I [161-183], et apoA-I [145-183].
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Figure 9. Profils RP-HPLC des bruts de coupure HF des peptides apoA-I [161-
183], [166-183] et [145-183].
Colonne (1 x 200 mm) avec silice greffée C,,, 9 nm de porosité pour 10 um de diamétre (Vydac
Hesperia, CA,USA), gradient linéaire de 0 a 100% de solvant B en 30 min, débit 1 ml/min,
systéme éluant : solvant A. TFA 0,05% dans H,0O (en volume); solvant B. TFA 0,05%,
CH,CN 60% dans H,O (en volume).
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4.2.Purification des peptides

Les produits bruts de coupure HF ont ensuite été purifi€és en RP-HPLC sur colonne
préparative (10,7 x 500 mm) contenant une silice greffée C,; de 5 um de diametre et de porosité
10 nm (Vydac Hesperia, CA, USA). La quantit¢ maximale de produit brut de coupure HF
appliquée sur la colonne était 100 mg et le débit utilisé était 2 ml/min. Un gradient de 0 a 100%
en tampon B (TFA 0,05%, CH,CN 60% dans H,O, en volume) a été appliqué en 120 minutes
et la détection réalisée a 230 nm. Les fractions de 1 ml recueillies en sortie de colonne ont
ensuite été analysées en RP-HPLC analytique sur colonne C,; (voir paragraphe précédent) pour
contrOler leur homogénéité. Les fractions co-€luantes ont été rassemblées.

4.3. Caractérisation des peptides

Les profils d’HPLC des 3 peptides, aprés purification, sont représentés sur la figure
10. Un pic unique tres étroit a été obtenu pour chacun des trois peptides, suggérant une bonne
homogénéité des fractions rassemblées. Cependant, afin de s’assurer de la pureté des peptides
ainsi purifiés, nous avons jugé nécessaire d’utiliser un systeme orthogonal de contrdle de
I’homogénéité. En effet, un sous-produit ou une impureté pourrait co-éluer avec le peptide en
chromatographie de phase inversée (C,5). Nous avons utilisé I’électrophorése capillaire comme
technique d’analyse orthogonale. Il s’agit d’une technique analytique rapide et performante. Elle
sépare les molécules en fonction de leur charge dans un capillaire en silice contenant une
tampon. Cette technique présente 1’avantage de permettre une détection en ligne et une
introduction automatique des échantillons. L’appareillage utilisé était un systtme Applied
Biosystems model 270 A (Foster city, CA) possédant les caractéristiques suivantes : 25 kV de
tension appliquée, capillaire en silice de 50 cm de longueur et de 50 um de diametre. La
séparation s’est effectuée a 30°C dans un tampon citrate de sodium 20 mM a pH 2,5. La
détection a été réalisée a 200 nm. Les profils électrophrétiques des 3 peptides sont représentés
sur la figure 11 et démontrent bien I’homogénéit€ des fractions rassemblées apres la
purification par RP-HPLC. En outre, I’éléctrophorése capillaire peut étre utilisée pour quantifier
le degré de pureté d’un peptide synthétique. Les pourcentages de pureté des trois peptides apres
purification en phase inversée sur colonne C18 ont été les suivants :

Peptide apoA-I [166-183] : 96%

Peptide apoA-I [161-183] : 92,5%
Peptide apoA-I [145-183] : 93%
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Figure 10.Profils RP-HPLC des peptides apoA-I [161-183], [166-183] et
[145-183] purifiés sur colonne C,; préparative.

Colonne (1 x 200 mm) avec silice gréffée C,q, 9 nm de porosité pour 10 um de diamétre (Vydac
Hesperia, CA,USA), gradient linéaire de O a 100% de solvant B en 30 min, débit 1 ml/min,
systéme éluant : solvant A. TFA 0,05% dans H,0O (en volume); solvant B. TFA 0,05%,
CH,CN 60% dans H,O (en volume).
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Figure 11.Profils d’électrophorése capillaire des peptides apoA-I [161-183],
[166-183] et [145-183] purifiés sur colonne préparative.

Electrophorese capillaire Applied Biosystem model 270 A (Foster city, CA), 25 kV de tension
appliquée, capillaire en silice de 50 cm de longueur et de 50 pm de diamétre. La séparation s’est
effectuée a 30°C dans un tampon citrate de sodium 20 mM a pH 2,5. La détection a été réalisée a

200 nm.

Les fractions pures ont ensuite ét€ caractérisées par spectrométric de masse. Le
spectrométre de masse utilisé pour I’analyse des peptides apoA-I [166-183] et [161-183] est un
Bio-Ion 20 (Uppsala, Sweden) utilisant le californium comme source de désorption

plasmatique. Son analyseur en temps de vol permet 1’enregistrement de spectres avec un voltage
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d’accélération de 16 kV. Les spectres de masse correspondant aux deux peptides sont
représentés sur la figure 12a. Les masses obtenues sont les suivantes peptide apoA-I [166-
183] : 2206,4 Da (masse théorique : 2203 Da), peptide apoA-I [161-183] : 2722,1 Da (masse
théorique : 2723 Da), confirmant ainsi I’identité de ces peptides purifiés.

2206,4

peptide apoA-Il [166-183]

Moty Y R

i i T T T T T T ~r (m/Z)
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
2722,1

peptide apoA-I [161-183]

r T T T T T T r(m/ 2)
1000 1500 2000 2500 3000 35004000 4500 5000

Figure 12a. Spectres de masse (PD-MS) des peptides [161-183] et [166-183].
Spectrometre Bio-Ion 20 (Uppsala, Sweden) utilisant le californium (Cf) comme source de
désorption plasmatique. Son analyseur en temps de vol permet 1’enregistrement de spectres
gréce a un voltage d’accélération de 16 kV.

La masse importante du peptide 145-183 (4583,4 Da) ne nous a pas permis d’utiliser le
spectrométre de masse en temps de vol. Nous avons donc vérifi€ I’identité de ce peptide en
utilisant une autre technique de spectrométrie de masse : [’electron-spray. Le spectrometre ESI-
MS API-1 Sciex Perkin-Elmer (Foster City, CA) utilise un champ électrique trés fort (10° V/m)
pour générer, a partir de 1’échantillon, des ions multi-chargés . I bénéficie d’un analyseur
quadripolaire en sortie, afin de séparer ces ions et de les identifier. Cet appareil permet 1’ analyse
de masse moléculaire allant jusqu’a 130 kDa. Le spectre présenté sur la figure 12b confirme
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Pidentité du peptide purifi€ 145-183, avec une masse mesurée de 4585,39 (masse théorique
4583,4 Da).
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Figure 12b. Spectre de masse (ESI-MS) du peptide [145-183].

Le spectrometre API-1 Sciex Perkin-Elmer (Foster City, CA) utilise un champ électrique trés
fort (10° V/m) pour générer, a partir de I’échantillon, des ions multi-chargés. Ces ions sont
ensuite analysés griace a un analyseur quadripolaire.

Enfin, la détermination de la composition en acides aminés de chaque peptide a ét€ utilisé
comme critere supplémentaire d’identification. Pour cela, une hydrolyse acide totale a été
effectuée sur chaque peptide dans les conditions opératoires suivantes : 3 mg de peptides ont été
mis en contact pendant 24 heures, a 110°C, sous vide avec 1ml d’HCL 6N et 20 pl de phénol
5%. Apres 24 heures, I’hydrolysat est s€ché sous vide et remis en solution dans un tampon
citrate & pH 2. L’échantillon peut alors étre analysé en chromatographie d’échange d’ions sur
une résine échangeuse de cations a 1’aide d’un systéme haute performance Beckman analyser
6300 (Fullerton, USA). Les résultats obtenus avec les 3 peptides sont résumés sous la forme
d’un tableau reprenant les valeurs théoriques et les valeurs mesurées aprés retraitement de
Panalyse (Tableau 3). Ce tableau montre une bonne concordance entre les valeurs mesurées et
les valeurs théoriques de la composition en acides aminés des trois peptides.
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Tableau 3. Composition en acides aminés théorique et mesurée des trois
peptides issus de I’apolipoprotéine A-I humaine : apoA-I [166-183], [161-183]
et [145-183].

L’analyse est réalisée sur un systéme chromatographique d’échange de cations haute
performance Beckman Analyser 6300 (Fullerton, USA) apres hydrolyse acide des peptides par
I’HC] 6N en présence de phénol 5%, pendant 24 heures & 110°C. Les résultats sont exprimés en
nombre de résidus.

apoA-1{166-183] apoA-I {161- 183] apoA-I [145-183]
Théorique Mesurée Théorique Mesurée Théorique Mesurée

Asp 1 0,84 1 0,77 3 3,02
Thr 1 0,56 1 1,01
Ser 1 0,60 1 0,60 1 1,06
Glu/GIn 4 4,00 4 4,00 6 5,86
Pro | 0,83 | 1,15
Gly 1 1,09
Ala 3 2,92 4 3,64 7 6,71
Val 1 0,95
Met 1 0,55
Leu 4 3,92 5 4,51 6 6,00
Tyr 1 0,86 1 0,67 1 1,02
His 1 0,63 2 1,86
Lys 1 0,93 1 0,94 1 1,62
Arg 3 2,98 3 3,04 7 6,53

Deux critéres orthogonaux d’homogénéité (RP-HPLC et électrophorese capillaire) et deux
critéres d’identification (spectrométrie de masse et composition en acides aminés) ont donc €€
utilisés pour caractériser les peptides apoA-I [166-183], [161-183] et [145-183].

A ce stade, on peut calculer pour chaque peptide, le rendement de purification (R)). Celui
ci correspond au rapport de la masse de peptide pur obtenue sur la masse de produit brut de
coupure HF traité. Pour les trois peptides synthétisés, les rendements ont été les suivants :

ApoA-I1[166-183] : R, = 40,4%

ApoA-1[161-183] : R, =29,5%
ApoA-1[145-183] : R, = 20,2%
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Le rendement global de synthése (R) peut maintenant étre déterminé. Il correspond au
produit des rendements intermédiaires précédemment calculés : R = Rs (rendement de synthése
sur résine) x Rc (rendement de coupure) x Rp (rendement de purification). Pour les trois
peptides, les rendements globaux de synthese obtenus ont été les suivants :

ApoA-I [166-183] : R = 31,8%
ApoA-I [161-183] : R =24,5%
ApoA-I [145-183] : R = 14,8%

Ces rendements n’ont pas ét€ optimisés.

4.4.Synthése et purification des peptides dansylés

Certaines expériences ont nécéssité un marquage des peptides. A cette fin, les peptides
apoA-1 [166-183], [161-183], et [145-183] ont ét€ synthétisés suivant le protocole
précédemment décrit puis marqués avec un groupement fluorescent : le dansyl (5-
diméthylamino-1-naphtalénesulfonyl). La sonde fluorescente a été couplée apres clivage du
groupement t-Boc N-terminal, en utilisant 5 équivalents de chlorure de dansyl (5-
dimethylamino-1-naphtalenesulfonyl) et 2 équivalents de DIEA dans le CH,Cl,, pendant 1
heure a température ambiante. Un second couplage s’est avéré nécessaire pour obtenir un test de
Kaiser négatif (fiche technique N°1), marquant la disparition de toutes les fonctions amines
réactives. Le clivage de la résine, la purification, I’identification et la vérification de
I’homogénéité des peptides purifiés ont été identiques a ceux indiqués précédemment pour les
peptides non marqués.

5. ASSOCIATION DES PEPTIDES AVEC LES PHOSPHOLIPIDES

5.1.Mesures de turbidité

La formation de petits complexes discoidaux en présence de peptides et de vésicules
multilamellaires de phospholipides (DMPC) a été étudiée par un suivi de la turbidité du mélange
(absorption & 325 nm) en fonction de la température. Un gradient de température (15 4 30 °C en
20 minutes) a été appliqué a un mélange 2/1 (en masse) DMPC/peptides au moyen d’une cuve
thermostatée. Un témoin négatif, le DMPC seul, et un témoin positif, ’apoA-I native, obtenue
par la technique classique de purification de I’apolipoprotéine A-I*** ont été utilisés
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simultanément. Une diminution de la turbidité du mélange traduit une transformation des
vésicules de phospholipides multilamellaires en complexes discoidaux DMPC/peptides. Les
résultats obtenus sont indiqués sur la figure 13. IIs révélent un comportement différent des
trois peptides vis-a-vis des vésicules multilamellaires. Les 2 peptides les plus courts (résidus
166-183 et 161-183) produisent un effet minime sur la turbidité du milieu puisque la diminution
de I’absorption observée a 325 nm est comparable 2 celle obtenue avec le DMPC seul. En
revanche, le plus long peptide (résidus 145-183) induit une diminution significative de la
turbidité. Cette diminution de la turbidité reste cependant limitée et correspond a environ 30% de
la diminution observée avec I’apoA-I native.
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Figure 13. Variation de turbidité de mélanges DMPC/peptides en fonction de la
température, mesurée par suivi de 1’absorption a 325 nm.

Trait plein: apoA-I [166-183]

Tirets:  apoA-I[161-183]

Pointillés :  apoA-I [145-183]

Tirets-pointillés : apoA-I native

5.2.Affinité des peptides pour les phospholipides

Pour les mesures d’affinité, il est nécessaire de se placer dans les conditions d’équilibre
de la formation des complexes, c’est-a-dire dans des conditions telles que !’interaction
phospholipides/peptides soit réversible et rapide. Pour cela, il faut se placer a une température
supérieure 2 la température de transition du phospholipide utilisé€. Pour des raisons pratiques,
nous avons choisi de travailler avec des phospholipides de type EggPC (mélange de
phospholipides saturés et insaturés extraits d’oeufs) dont la température de transition est aux
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environs de 0°C. Leur utilisation a ainsi permis de travailler a une température proche de la
température ambiante. L’utilisation du DMPC (T° de transition : 23°C) aurait demandé des
conditions de température d’incubation supérieures a 30°C, nécessitant une colonne
thermostatée pour la purification des complexes.

De grandes vésicules multilamellaires (MLV) de EggPC (Sigma) ont été produites par
dissolution des phospholipides dans du chloroforme, évaporation du solvant & 1’azote,
évaporation sous vide des traces de solvant résiduelles (2 heures) et reprise par un tampon 5
mM Tris-HCI pH 8,1 de maniére a obtenir une concentration finale de 5 mg/ml. La dispersion
du lipide dans le tampon était considérée comme totale lorsque la suspension était homogene et
que plus aucune trace de lipide ne pouvait étre décelée sur les parois du tube. La production de
petites vésicules unilamellaires (SUV) a été assurée par sonication du mélange suivant une
variante de la technique décrite par Huang®**.: 3 séries de 7 min i une puissance de 32 W, avec
un temps de repos de 2 minutes entre chaque série. La régulation de la température était assurée
par un bain-marie thermostaté a 22°C et I’oxydation des phospholipides limitée grice & un flux
d’azote a la surface du milieu réactionnel. Le mélange a ensuite été déposé sur une colonne de
gel filtration Sepharose CL 4B donnant un premier pic contenant les MLV et un second pic
correspondant aux SUV qui ont été récupérées et dosées par colorimétrie a I’aide d’un kit
enzymatique commercial (Biomerieux, France) pour donner une concentration finale de 352 pug
de EggPC par ml.

Des quantités constantes de petites vésicules unilamellaires de phospholipides (130 pg)
ont été incubées a volume constant (450 pl) pendant 16 heures & 15°C en présence de quantités
variables (15 a 50 pg ) de peptides apoA-I [166-183] et [145-183] dansylés. ensuite, 200 ul de
chaque mélange incubé ont ét€ déposés sur une colonne (300 x 7,8 mm) HPLC Bio-Sil SEC
250-5 TSK, équilibrée dans un tampon Tris-HCl 5 mM pH 8,1. La séparation des complexes
était compléte en moins de vingt minutes et 1’élution des complexes EggPC/peptides intervenait
au bout de 7 min. La détection des peptides dansylés a été obtenue grice a un spectrofluorimetre
Jasco 800-21 FP aux longueurs d’onde d’excitation et d’émission de 340 et 550 nm
respectivement. La surface des pics correspondant a ensuite été normalisée en concentration de
peptides.

Le rendement quantique du chlorure de dansyl augmente en présence de
phospholipides®*. Un coefficient de correction a donc été calculé pour chacun des peptides.
Afin de déterminer ce coefficient, des quantités croissantes de phospholipides ont été ajoutées a
des quantités constantes de peptides dansylés. Pour chaque rapport phospholipides/peptide, la
fluorescence du dansy! a ét€ mesurée. Sur les figures 14 (apoA-I [166-183]) et 15 (apoA-I
[145-183]), I’augmentation de la fluorescence corrigée (soustraction du blanc) en fonction de la

quantité de phospholipides présente dans le mélange est clairement démontrée.
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Figure 14: Spectres de fluorescence du peptide apo A-I [166-183] dansylé en
présence de quantités variables de phospholipides (EggPC).

Les rapports (en masse) phospholipides/peptide utilisés sont indiqués pour chaque spectre. Les
données présentées sont des données corrigées, un blanc tampon seul ou tampon+EggPC ayant
été soustrait pour chaque série de points. Longueur d’onde d’excitation du fluorimetre : 340

nm.
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Figure 15: Spectres de fluorescence du peptide apo A-I [145-183] dansylé en
présence de quantités variables de phospholipides (EggPC).

Les rapports (en masse) phospholipides/peptides utilisés sont indiqués pour chaque spectre. Les
données présentées sont des données corrigées, un blanc tampon seul ou tampon+EggPC ayant
été soustrait pour chaque série de points. Longueur d’onde d’excitation du fluorimétre : 340

nm.
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Cette augmentation de I’intensité de fluorescence atteint un plateau au deld d’un rapport
phospholipides/peptide critique (figures 16 et 17). Le rapport de lintensité de la
fluorescence du peptide dansylé au plateau sur I’intensité de la fluorescence du peptide dansylé
seul a été utilisé comme coefficient de correction pour la normalisation de la concentration en
peptide sur le profil de gel filtration. Cette valeur permet d’obtenir le profil d’équilibre de la
liaison EggPC/peptide présenté sur la figure 18.

40 T
2 35%
~ud
< 30
8 )
;5 25 ¢
g 20
@ ROIS o
4
g 1,5
=
1,0 ' ' ' — 1
0 10 20 30 40 50

Rapport EggPC/peptide apoA-I [166-183]

Figure 16: Influence du rapport phospholipides/peptide sur la fluorescence du
peptide apoA-I [166-183] dansylé.
Au plateau, un coefficient de correction a été déterminé : Kc = 3,8.
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Figure 17: Influence du rapport phospholipides/peptide sur la fluorescence du
peptide apoA-I [145-183] dansylé.
Au plateau, un coefficient de correction a ét€ déterminé : Kc = 3,2.
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Figure 18. Association des peptides apoA-I [166-183] et [145-183] avec des
vésicules unilamellaires de EggPC.

(m) : association du peptide apoA-I [145-183] avec le EggPC 4 3,95.10* M

(@) : association du peptide apoA-I [166-183] avec le EggPC a 3,65.10* M.

Les paramétres d’affinité de [’association ont été calculés par linéarisation suivant
I’équation (2) ol P, représente la concentration en peptide libre (UM), P, celle du peptide lié
(uUM), K, la constante de dissociation des complexes EggPC/peptides, [PC] la concentration en
EggPC utilisée (1g/ml) et N la capacité maximale d’association.

P; = N.(BL;TPC_]) “Ka (2)

Cette linéarisation est présentée sur la figure 19 et les parameétres de 1’association
EggPCl/peptides sont répertoriés dans le tableau 4. Les résultats montrent que les deux
peptides étudiés ont des constantes de dissociation équivalentes vis-a-vis des phospholipides
alors que leurs capacités maximales d’association différent. La similarit¢ des constantes de
dissociation suggere que les peptides apoA-I [166-183] (18-résidus) et apoA-I [145-183] (39-
résidus) possédent des affinités comparables pour les phospholipides. Cependant, une capacité
d’association 3,5 fois plus importante est observée pour le peptide apoA-I [145-183] (8,5.10°%
mole de peptide/mole de phospholipides) comparée au peptide apoA-I [166-183] (2,4.10” mole
de peptide/mol de PL).
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Figure 19. Linéarisation de DP’association des peptides apoA-I [166-183] et
apoA-I [145-183] avec des vésicules unilamellaires de EggPC.

(m) : peptide apoA-I1[145-183]

(@) : peptide apoA-I [166-183].

Les coefficients de corrélation (r*) des linéarisations sont respectivement 0,994 et 0,979 pour le peptide apoA-I
[166-183] et le peptide apoA-I [145-183].

Tableau 4. Constantes de dissociation (Kd) et capacités maximales
d’association (N) des peptides apoA-I [145-183] et apoA-I [166-183] avec le
EggPC.

Ces parametres sont déterminés conformément a la linéarisation de 1’équation 2. Les écarts
types pour la mesure du Kd étaient de 11 et 4% pour les peptides apoA-I [166-183] et [145-
183], respectivement

Kd N
Peptides uM g/l mole/mole® g/g®
ApoA-1[166-183] 11,9 26.10° 2,4.10° 7.10°
ApoA-I[145-183] 13,7 63.10° 8,5.10° 50.10°

(a) : mole de peptide par mole de phospholipides.
(b) : gramme de peptide par gramme de phospholipides.
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6. RECONSTITUTION ET CARACTERISATION DE HDL DISCOIDALES

6.1.Reconstitution et purification des HDL reconstituées

Deux types de phospholipides ont été utilisés pour les essais de reconstitution d’HDL
discoidales : le 1-2-dimyristoyl-glycérophosphatidylcholine (DMPC) et le 1-2-dipalmitoyl-
glycérophosphatidylcholine (DPPC). Leurs températures de transition sont respectivement 23°C
et41°C.

La méthode utilisée pour obtenir des petites vésicules unilamellaires de DMPC est
identique a celle utilisée avec le EggPC pour la mesure des constantes d’association (voir
paragraphe précédent). L’incubation avec les peptides a été réalisée avec un rapport
DMPC/peptides de 2/1 (en masse) a la température de 25°C pendant 16 heures, dans un tampon
Tris/HC] 10 mM pH 8,1.

La technique utilisée pour I’obtention des petites vésicules unilamellaires de DPPC fait
intervenir un détergent, le cholate de sodium (sel de sodium du 3a,70,12a-trihydroxy-5p-
cholan-24-oic acide). Le DPPC a d’abord subit une dispersion dans un tampon Tris/HC1 10
mM pH 8,1 (solubilisation dans le chloroforme, séchage & 1’azote, évaporation sous vide des
résidus de solvant, reprise par le tampon et agitation jusqu’a obtention d’une suspension
homogene). Cette suspension de DPPC a ensuite été solubilisée dans une solution 2 6,5 mg/ml
de cholate de sodium en incubant le mélange & 43°C pendant 2 heures selon un rapport
cholate/DPPC de 1,7 (en masse). Cette opération permet d’obtenir de petites vésicules
unilamellaires de DPPC. Un mélange cholate/DPPC/peptide a ensuite été préparé dans la
proportion 5/3/1 (en masse) et incubé a 43°C pendant 16 heures. L’élimination du cholate aurait
pu se faire par dialyse contre le tampon a 43°C mais nous avons préféré utiliser une technique

14 Cette méthode permet la séparation du cholate de

plus rapide, décrite par Bonomo et Swaney
sodium par chromatographie d’adsorption sur Bio-Beads SM-2 (Bio-Rad) au moyen d’une
micro-colonne Quick-sep (Isolab). Le rendement d’élimination du cholate de sodium par cette

méthode est supérieur a 99,7%.

La purification des complexes DMPC/peptides et DPPC/peptides a été réalisée par
chromatographie de gel filtration sur une colonne Superose 6HR a température ambiante. Les
fractions obtenues ont ensuite été caractérisées du point de vue de leur contenu en peptide grice
a la fluorescence de la tyrosine (A, =280 nm, A, =305 nm) et du point de vue de leur
concentration en phospholipides a I'aide d’un kit de dosage enzymatique (PAP 150,
Biomerieux). Les profils de séparation correspondant aux peptides apoA-I [166-183] et [145-
183] en présence de DMPC sont représentés sur la figure 20. Ces profils montrent clairement
que ces peptides possédent des capacités différentes pour la reconstitution d’HDL discoidales.
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En effet, pour le peptide apoA-I [166-183], aucun complexe stable ne se forme, puisqu’aucun
pic n’est élué entre le volume mort représentant les vésicules de DMPC libres (12-17 ml) et le
pic correspondant au peptide libre qui est élué en dernier (30- 40 ml). En revanche, le profil
correspondant au peptide est trés différent. Un pic intermédiaire (entre 18- 28 ml) apparait entre
le pic de vésicules lipidiques et le pic du peptide libre. Le matériel €lué contient, a la fois, du
peptide et des phospholipides, et correspond a des complexes DMPC/peptides. Cependant, le
rendement en peptide complexé (peptide complexé/peptide total) reste faible pour le peptide
apoA-I [145-183] (22%) si on le compare a celui de 1’apoA-I native pour laquelle on obtient
100% de rendement de complexation.
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Figure 20.Profils de séparation des complexes DMPC/peptides sur colonne |
superose 6PG. |
La concentration en lipides en pg/ml (A) et I'intensité de fluorescence de la tyrosine (O) sont !
représentées en fonction du volume d’élution de la colonne. \
A : DMPC/apoA-I [166-183]
B : DMPC/apoA-I[145-183]
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Le profil résultant de la séparation sur la méme colonne du mélange DPPC/peptide apoA-I
[145-183], apres incubation et élimination du cholate (figure 21), révéle un comportement
identique a celui observé avec le DMPC.
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Figure 21.Profils de séparation des complexes DPPC/apoA-I [145-183] sur
colonne Superose 6HR.

La concentration en lipides en pg/ml (A) et Iintensité de fluorescence du tryptophane (O) sont
représentés en fonction du volume d’élution de la colonne.

Les profils de séparation des mélanges DMPC/ et DPPC/peptide apoA-I [145-183]
confirment donc les résultats préliminaires obtenus par mesure de turbidité. Parmi les 3 peptides
synthétisés, seul le peptide apoA-I [145-183] semble posséder une capacité d’association avec
les phospholipides suffisante pour former des complexes. En conséquence, I’étude physico-
chimique des HDL reconstituées avec les segments peptidiques, décrite dans la suite de ce

chapitre, ne concernera que le peptide apoA-I [145-183].

6.2.Microscopie électronique

Afin de déterminer la forme et I’homogénéité des particules formées, nous avons utilisé la
microscopie électronique. Ces photos ont été prises par le Dr J. Baert (Université Catholique de

Louvain, Campus de Courtrai, Belgique).
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Figure 22. HDL reconstituées avec le peptide apoA-I [145-183] ou P’apoA-I
native et le DMPC, observées par microscopie électronique.

A : apoA-1[145-183]

B : apoA-I native.

Les HDL reconstituées et purifiées ont été dialysées pendant une nuit contre un tampon
acétate d’ammonium 125 mM/hydrogénocarbonate d’ammonium 2,6 mM a pH 7.4. Apres
dialyse, chaque solution de complexes a été ajustée a la concentration de 150 pg/ml. Les
échantillons ont ensuite été colorés négativement par une solution a 20 g/l de phosphotungstate
de potassium a pH 7.4. Pour cela, un mélange complexes/solution de coloration (2/1, en
volume) a été agité au vortex. 7 pl de ce mélange ont finalement ét€ appliqués sur la face mate
d’un support carboné (Formvar), et séchés aprés 30 secondes d’imprégnation. L’examen a été
réalisé sur un microscope électronique a transmission Zeiss EM 10C (Allemagne) opérant a 60
kV.

Les analyses de microscopie électronique des complexes formés entre le DPPC et le
peptide apoA-I [145-183] (Figure 22) révelent des profils typiques en rouleaux,
caractéristiques de disques entassés les uns sur les autres. Cette disposition en rouleaux
constitue en réalité¢ un artefact, d a la technique de coloration négative utilisée. Les HDL
reconstituées DPPC/apoA-I [145-183] se présentent donc sous la forme de disques comme les
complexes formés entre le DPPC et 1’apoA-I. Cependant les disques formés avec le peptide
semblent nettement plus grands que ceux obtenus avec la protéine enti¢re. De plus, la taille des
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particules reconstituées avec I’apoA-I native apparait homogene tandis qu’avec le peptide, une
distribution plus hétérogéne de la taille des complexes est observée. Les caractéristiques
physiques des HDL reconstituées avec le peptide apoA-I [145-183] semblent donc différentes
de celles observées avec 1’apoA-I native, bien que tous deux forment des particules discoidales
en présence de phospholipides.

6.3.Caractérisation physico-chimique des HDL reconstituées

Les propriétés physico-chimiques des complexes discoidaux DMPC/ ou DPPC/apoA-I
(145-183] et DMPC/ ou DPPC/apoA-I ont ét€ caractérisées. Le rapport moyen
phospholipides/peptide ou /protéine a été calculé a I’aide des dosages des phospholipides (PAP
150, Biomerieux) d’une part, et de protéine ou de peptide, d’autre part. La quantité d’apoA-I
dans les complexes a été obtenue grace a un dosage de Lowry en utilisant de 1’apoA-I purifiée
comme référence. En ce qui concerne le peptide, une analyse d’acides aminés a été réalisée sur
un analyseur Beckman 6300 haute performance (Fullerton, USA) apres hydrolyse acide totale
(HCl1 6N pendant 24 heures et sous vide). Le nombre de moles de protéine par mole de
complexe (n) a ensuite été calculg, en utilisant la masse du complexe mesurée en gel filtration et
le rapport molaire phospholipides/peptide. Enfin, le rayon (R) des particules discoidales a été
déterminée de deux facons :

1- grice au volume d’élution correspondant au sommet du pic de particules sur la colonne
de fractionnement Superose 6 PG, apres étalonnage de celle-¢i par un mélange de 7 protéines de
rayon de Stokes connu.

2- par un calcul théorique (équation 3) utilisant le rapport molaire phospholipides/peptide

(R,), le nombre de molécules de peptide ou de protéine par complexe (n), et la surface
théorique moyenne d’une molécule de phospholipide dans une bicouche (0,55 nm?).

R, 0. 0,55
R(nm) = \/——-—‘;t——— (3)

Les caractéristiques principales des HDL discoidales reconstituées avec I’apoA-I native ou
le peptide apoA-I [145-183] et les 2 types de phospholipides sont présentés dans le tableau 5.
On peut observer que les complexes reconstitués avec le DMPC et le DPPC ont des
caractéristiques physiques et chimiques comparables, quelle que soit la molécule amphipathique
utilisée. En revanche, ces données montrent que les caractéristiques physico-chimiques des
HDL reconstituées avec le peptide apoA-I [145-183] différent radicalement de celles des
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complexes obtenus avec I’apoA-I native . En particulier les complexes DMPC et DPPC/peptide
ont un rayon de Stokes 2 fois plus grand et un rapport molaire cinq fois plus important.

Tableau 5. Composition chimique et taille des HDL reconstituées avec I’apoA-I
ou le peptide apoA-I [145-183] et le DMPC ou le DPPC.

Rapport  nombre nombre  moleprot/ rayonde rayonde
Peptide ou protéine molaire  PL/hélice  hélices complexe  Stokes Stokes
PL/prot (a) théorique théoriques/ n mesuré calculé
complexe (nm) ®» (nm) ©
Peptide apoA-I [145-183]
DMPC 101 50 16 8 12,4 11,9
DPPC 100 50 16 7 11,8 11,1
Apo A-I native
DMPC 91 15 12 2 5,7 5,6
DPPC 85 14 12 2 5,5 5.4

(a : PL : phospholipides, prot : apoA-I native ou peptide apoA-I [145-183]
(b) : mesuré en fonction du volume d’élution du complexe sur la colonne Superose 6PG
(¢): calculé selon I’équation (3)

6.4.mesures de turbidité

Afin de documenter de fagon plus compleéte la stabilité de 1’association DMPC/peptide,
nous avons préparé des complexes DMPC/apoA-I [145-183] en incubant plusieurs mélanges
DMPC/peptide différents & 25°C, pendant 16 heures. Cinq incubations ont ét€ réalisées, en
utilisant les rapports lipides/peptide initiaux suivants : 4/1, 3/1, 2/1, 1/1, 0,5/1 en masse. Les
mélanges sont restés turbides lors de leur incubation & 25°C mais ils se sont ensuite clarifiés
progressivement au cours du refroidissement a température ambiante.

Deux autres suivis de turbidité en fonction de la température ont été réalisés en utilisant
des gradients croissant (figures 23) et décroissant de température (figures 24) sur les
complexes obtenus précédemment. Les deux mesures montrent que la turbidité de chaque
mélange lipides/peptide diminue dans une zone de température comprise entre 22,6°C et 24,6°C,
c’est-a-dire a 1 degré de part et d’autre de la température de transition du DMPC. En dehors de
cette étroite zone de température, les complexes semblent se dissocier et la turbidité du mélange
augmente alors rapidement. La chute de turbidité la plus importante est observée pour le rapport
DMPC/apoA-I [145-183] initial le plus grand (4/1) .
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Figure 23.Suivi de la turbidité de mélanges DMPC/peptide apoA-I [145-183] a
différents rapports massiques en fonction d’un gradient croissant de
température.
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Figure 24.Suivi de la turbidité de mélanges DPPC/peptide apoA-I [1f15-183] a
différents rapports massiques en fonction d’un gradient décroissant de

température.
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Cette approche a permis de confirmer que le peptide apoA-I [145-183] présente bien une
affinité pour les vésicules de DMPC et qu’il permet la formation de HDL reconstituées.
Cependant, cette affinité est loin d’€tre comparable a celle de 1’apoA-I native, car on assiste 2
une dissociation partielle de ces complexes en dehors de la température de transition des
phospholipides (DMPC), alors que les complexes reconstitués avec 1’apoA-I humaine native
restent stables.

6.5.Polarisation de fluorescence

L’effet des peptides ou des protéines sur la stabilité de la bicouche phospholipidique au
sein de HDL reconstituées peut étre évalué en suivant le degré de mobilité des chaines alkyles
des phospholipides en fonction de la température. La mobilité des chaines hydrocarbonées a été
suivie en mesurant la polarisation de fluorescence du 1,6-diphényl-1,3,5-hexatriene (DPH). Ce
composé hydrophobe et fluorescent s’intercale entre les chaines alkyles des phospholipides. Un
faisceau de lumiére polarisée a été envoyé sur la solution de complexes dans lesquels le DPH
avait été incorporé a raison de 1 mole de DPH pour 500 moles de phospholipides. Un gradient
croissant de température (de 18°C a 45°C a 0,6°C/min), contr6lé par un thermostat
programmable Julabo, a alors été appliqué et les mesures ont été réalisées sur un
spectrofluorimeétre  Aminco SPF-500 aux longueurs d’onde d’excitation et d’émission

respectives de 365 et 427 nm. Le degré de polarisation de fluorescence P, lié a4 la mobilité du

......

p= 20
I’+I.L

ol sont prise en compte les intensités de fluorescence mesurées parallelement (Iy) et

perpendiculairement (L1 ) 2 la direction de propagation de 1’onde d’excitation.

Les mesures ont été réalisées sur les complexes DMPC/apoA-I [145-183] apres
purification sur Superpose 6PG afin de compléter 1’étude de la stabilité de ces complexes. Des
suspensions de petites vésicules unilamellaires (SUV) de DMPC ont été utilisées comme
témoin. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 25. Ils montrent que la fluidité des
chaines alkyles au sein des HDL reconstituées avec le peptide est trés peu affectée par la
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présence du peptide. En effet, la température de transition des phospholipides au sein des
complexes, repérable par la chute de la polarisation de fluorescence, est trés proche de la
température de transition des phospholipides en I’absence de peptide. Ceci signifie que le
peptide posséde un effet de stabilisation modéré sur les chaines alkyles des phospholipides au
sein des complexes. Ce résultat suggére que, globalement, I’interaction avec les lipides
engendrée par le peptide apoA-I [145-183] est moins forte que celle obtenue avec la protéine
entiére. En effet, un déplacement de la température de transition du DMPC atteignant 25,5°C a,
été mis en évidence dans les complexes DMPC/apoA-I°®. L’effet de coopérativité entre les
paires adjacentes d’hélices de 1’apoA-I native est un facteur qui semble intervenir sensiblement
dans la capacité de la protéine a stabiliser les chaines alkyles des phospholipides dans les HDL
reconstituées. L’absence de cette coopérativité dans le peptide pourrait expliquer le manque de
stabilisation des chaines alkyles au sein des complexes phospholipides/peptide apoA-I [145-
183].

04 T
—O—DMPC seul

T
24 —L—DMPC/apoA-I [145-183]
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Figure 25.Suivi de la polarisation de fluorescence du 1,6 diphényl-1,3,5-
hexatriene (DPH) au sein des complexes DMPC/peptide apoA-I [145-183] ou
de simples vésicules de DMPC.

6.6.Calorimétrie

La quantification de la variation de I’enthalpie d’interaction entre une protéine ou un
peptide et des lipides peut contribuer a évaluer I’énergie impliquée dans cette association, ainsi
qu’a apprécier la stabilité des complexes formés. Cette variation d’enthalpie d’interaction peut
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étre déterminée par une méthode de mesure directe : la calorimétrie différentielle. Il s’agit de
faire varier la température de 1’échantillon de part et d’autre de la température de transition du
lipide utilisé et de mesurer la variation d’enthalpie du systéme.

Les mesures de calorimétrie différentielle ont été réalisées sur un calorimétre microcal
MC-2 (Amherst, MA) possédant 2 cellules (échantillon et référence) d’une capacité de 1,23 ml
chacune. Une solution, contenant les complexes purifi€és 4 la concentration de 1 mg de
phospholipides par ml, a été introduite dans la cellule échantillon. Le balayage en température
s’est effectué a la vitesse de 45°C/heure. Les données ont été€ collectées et analysées
(températures de transition et variations d’enthalpies) avec le programme DA-2 (Microcal).

Le balayage calorimétrique des complexes DMPC/apoA-I [145-183] purifiés (figure 26)
révele la présence de 2 pics correspondants respectivement a la transition principale du DMPC
associé au peptide (23,2°C) et a celle du DMPC pur (24,3°C). La répétition du balayage sur ce
méme échantillon entraine une augmentation de I’intensité relative du pic d¢ DMPC par rapport
au pic correspondant aux complexes, confirmant I’instabilité des complexes formés entre le
peptide apoA-I [145-183] et le DMPC.
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Figure 26. Mesure de la variation d’enthalpie de D’interaction lipides/peptide
dans les complexes DMPC/apoA-I [145-183] en fonction de la température.
Les scans 1 et 2 constituent 2 scans consécutifs d’'un méme échantillon de complexes purifiés.

107



Chapitre III : Association de fragments synthétiques d’apoA-I humaine avec des phospholipides.

6.7.Etude de la structure secondaire des peptides par dichroisme circulaire

Les méthodes de prédiction de structure secondaire et de modélisation moléculaire
proposent pour le fragment 145-183 de I’apolipoprotéine A-I une structure composée de 2
hélices o séparées par une structure non hélicoidale permettant I’inversion du sens de la chaine
peptidique (coude 8 ou brin B). Afin de vérifier ces évaluations statistiques et mathématiques,
des mesures expérimentales de dichroisme circulaire ont été mises en oeuvre. Cette technique
spectroscopique permet de déterminer la distribution des différents éléments de structure
secondaire au sein d’un peptide ou d’une protéine. Le dichroisme circulaire ne dispense
cependant qu’une information globale sur la molécule analysée, sous la forme de pourcentage
d’éléments de structure secondaire.

Longueur d’onde (nm)
240 260

Ellipticité Molaire .10-3 (deg.cm2.dmol-1)

Figure 27.Spectres de dichroisme circulaire des peptides apoA-I [166-183],
[161-183] et [145-183] a 23°C dans un tampon phosphate 10 mM pH 74.

Ligne pleine forte : peptide apoA-I [166-183]

Tirets : peptide apoA-I [161-183]

Ligne pleine fine : peptide apoA-I [145-183].

Les spectres de dichroisme ont ét accumulés & température ambiante sur un
spectropolarimétre JASCO 710 calibré a laide d’une solution d’acide (+)-10-
camphorsulfonique 0,06% (en masse). Les échantillons ont été préparés a la concentration en
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peptide de 0,1 mg/ml apres dialyse contre un tampon phosphate 10 mM pH 7,4. Les mesures
ont €té réalisées dans une cuve cylindrique en quartz possédant un trajet optique de 0,1 cm.
Pour chaque échantillon, 8 spectres ont été accumulés et moyennés sur la gamme de 260 A 184
nm avec une vitesse de balayage de 20 nm/min.

Les spectres présentés sur la figure 27 sont ceux correspondant aux trois peptides en
solution dans le tampon phosphate et corrigés par soustraction du spectre obtenu dans les
mémes conditions avec le tampon. La méthode de calcul que nous avons utilisée pour la
détermination des pourcentages de structure secondaire des peptides est celle publiée par
Compton et Johnson127. Elle fait intervenir une comparaison matricielledu spectre dichroique
de la molécule de structure inconnue avec les spectres dichroiques de 16 protéines dont la
structure est connue. Les résultats obtenus par cette méthode d’analyse de spectres sont
présentés dans le tableau 6. Les pourcentages d’o-hélicité des 3 peptides, apoA-I [166-183],
[161-183], et [145-183], s’échelonnent entre 30 et 40%. Ces valeurs sont inférieures a celles
attendues compte tenu des prédictions de structure présentées dans le chapitre IT1.2.1. Elles sont
cependant supérieures  celles obtenues par Fukushima et coll.'* qui observent par dichroisme
circulaire, 17% d’hélicité pour le fragment 121-164 et 15% pour le fragment 144-165 de

I’apoA-I

Tableau 6. Pourcentages d’o-hélicité des peptides apoA-I [166-183], [161-183]
et [145-183] déterminés par dichroisme circulaire.

Les mesures ont été effectuées sur les peptides en solution dans un tampon phosphate 10 mM
pH 7,4 ou dans un mélange TFE/tampon phosphate 10 mM pH 7,4 (1/1 en volume) et, pour le
peptide apoA-I [145-183], sur les complexes DMPC/peptide purifiés.

a-hélicité (%)

dans tampon mélange (1/1) Associé aux
phosphate 10 mM TFE/tampon DMPC dans les
Peptides phosphate 10 mM HDL reconstituées
apoA-I [166-183] 40 53 -
apoA-I [161-183] 31 52 -
apoA-I [145-183] 29 56 59

Les spectres des 3 peptides ont également été accumulés en solution dans une solution a
50% (en volume) de trifluoroéthanol (TFE) dans le tampon phosphate. Il s’agit d’un solvant
organique qui posséde une constante diélectrique et une polarité inférieures a celles de ’eau.
Nous avons choisi une proportion de 50% en TFE car elle constitue la concentration minimale
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de TFE entrainant la structuration hélicoidale maximale de 1’apoA-I native comme le montre la
figure 28. Les spectres correspondant aux 3 peptides en solution dans le TFE 50% ont été
corrigés par soustraction du spectre obtenu dans les mémes conditions avec le mélange TFE
50%/tampon phosphate. Les valeurs de pourcentages d’o—hélicité correspondantes sont
présentées dans le tableau 6. Les résultats obtenus dans le TFE sont en accord avec les
travaux de Fukushima et coll.'*. En effet, on observe dans ces conditions de solvatation des
pourcentages d’a-hélicité supérieurs 8 50% pour les 3 peptides. Ces mesures confirment donc
le potentiel et le caractére hélicoidal des peptides apoA-I [166-183], [161-183], et [145-183].

Enfin, le pourcentage d’hélice a du peptide apoA-I [145-183] complexé au DMPC atteint
59% dans le tampon phosphate et 56% en présence de TFE (tableau 6). Ce résultat montre
que le segment [145-183] de I’apoA-I possede un repliement hélicoidal maximal en présence de
phospholipides, alors qu’en solution, ce peptide est incomplétement structuré. On peut émettre
I’hypothése qu’en présence de phospholipides, I’association (donc I’affinit€) potentielle du
peptide pour ceux ci, est une conséquence directe de la structuration du peptide.
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Figure 28.Evolution du pourcentage d’a-hélicité de PapoA-I native en fonction
du pourcentage de TFE inclus dans I’échantillon.

L’o-hélicité est déterminée par la mesure du dichroisme circulaire & 222 nm (minimum
caractéristique de I’ a-hélicité).

110



Chapitre III : Association de fragments synthétiques d’apoA-I humaine avec des phospholipides.

6.8.Etude structurale du peptide apoA-I [166-183] par RMN

La résonance magnétique nucléaire est une technique qui permet de déterminer la structure
spatiale de molécules simples ou de macromolécules de taille modeste. Alors que le dichroisme
circulaire n’apporte qu’une information globale sur la structure secondaire de la molécule
analysée, la RMN permet une approche beaucoup plus précise, non seulement de la structure
secondaire mais également de la structure tertiaire. L’ information structurale dans I’espace est

257

obtenue principalement par la mesure de I’effet Overhauser des noyaux analysés’ (on utilise

souvent les protons de la molécule) qui permet d’estimer les distances entre atomes non

contigus.
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Figure 29.Spectre ("H) NOESY du peptide apoA-I [166-183] 5 mM, réalisé a
4°C, dans un mélange H,0/D,0 (90/10, en volume) & pH 4.

111




——— - - . e e

Chapitre III : Association de fragments synthétiques d’apoA-I humaine avec des phospholipides.

Dans le but de réaliser une ligation chimique par liaison sulfure lors d’une étude ultérieure
aux travaux qui viennent d’étre exposés, le peptide apoA-1 [166-183] avait également été
synthétisé avec une cystéine en position C-terminale (peptide apoA-I [166-183]-Cys Ct). Ce
peptide a été caractérisé par RMN 'H et le spectre NOESY (two dimensional nuclear
Overhauser effect spectroscopy) de ce peptide est présenté sur la figure 29. Ce spectre a été
enregistré & 4°C sur un spectrométre Bruker 600-Mhz avec un temps de mélange de 200 ms. La
concentration du peptide était 1 mM dans un méla