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Résumé

La cathepsine D est une enzyme lysosomale a aspartate. Elle est synthétisée au niveau du
réticulum endoplasmique sous forme d’un précurseur inactif, puis est transportée de 1’appareil
de Golgi jusqu’aux endosomes par le biais de vésicules. Ce transport fait intervenir les
récepteurs du mannose-6-phosphate mais le mécanisme exact permettant le recrutement des
hydrolase, la formation des vésicules et |’adressage des vésicules vers les endosomes n’est pas
connu. De plus en plus, il semble que des lipides, du cholestérol en particulier, interviennent
dans le transport intracellulaire. Au cours de ce travail, nous avons étudié le rdle du
cholestérol sur la biosynthese, le transport et la maturation de la cathepsine D. Pour cela, nous
avons réalisé des marquages métaboliques sur des cellules HepG2, traitées avec de la méthyl-
B cyclodextrine, une molécule connue pour extraire le cholestérol de la membrane plasmique.
Les résultats indiquent que la réduction du taux de cholestérol inhibe la maturation de la
cathepsine D. Cette inhibition de la maturation pourrait résulter d’un ralentissement du trafic
des hydrolases acides entre le Golgi et le systtme endolysosomal ou des modifications au
niveau de la structure et la composition des membranes. Nos résultats expérimentaux ne nous

permettent pas de privilégier I’une ou I’autre hypotheése.
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Introduction




Fig. 1. Représentation schématique de la structure des récepteurs du Mannose 6- phosphate
CD-MPR (a gauche), CI-MPR (a droite)




LIntroduction générale

1.Biosynthése et trafic intracellulaire des enzymes lysosomales solubles

1.1.Biosynthése des hydrolases acides

Les lysosomes sont des organites subcellulaires présents dans les cellules eucaryotes.
Ils constituent le site majeur de dégradation dans la cellule. De ce fait, ils correspondent a la
destination finale du matériel d’endocytose (internalisation de matériel extracellulaire) et du
matériel d’autophagie (destruction des fractions cytoplasmiques obsoletes) destiné a la
dégradation. Ils contiennent de nombreuses hydrolases actives, de maniére optimale, a un pH
acide (proche de 5). Ces hydrolases sont capables de dégrader des macromolécules (acides
nucléiques, protéines, polysaccharides et lipides) pour libérer des produits de faible poids
moléculaire, réutilisables par la cellule '. Elles ont un rdle essentiel dans le recyclage des
protéines cellulaires normales, la régulation du nombre de récepteurs sur la membrane
plasmique, I’inactivation d’agents pathogenes et le * processing ” des antigeénes 2

Les hydrolases acides sont synthétisées sous forme de pré-proenzymes. Grace a leur
peptide signal qu’elles exposent typiquement du c6té N-terminal, elles sont reconnues par la
membrane du réticulum endoplasmique. Au cours de la translocation de la chaine peptidique
naissante a travers cette membrane, le peptide signal est clivé et des chaines
oligosaccharidiques sont ajoutées sur des résidus asparagine (N-glycosylation). Durant leur
transport du réticulum endoplasmique vers 1’appareil de Golgi, ces chaines
oligosaccharidiques subissent des modifications pour générer le signal mannose 6-P
permettant le ciblage des hydrolases vers les lysosomes. Dans les premiers compartiments de
I’appareil de Golgi, les précurseurs sont reconnus par I’enzyme UDP N-acetylglucosamine-1-
phosphotransférase qui transfére le N-acétylglucosamine-P (GlcNac-P) en position 6 de
certains résidus mannose sur les chaines oligosacccharidiques. Dans les derniers
compartiments du réseau trans-golgien (TGN), I’enzyme a-N-acétyl glucosaminidase
hydrolyse le GlcNac. pour exposer le signal mannose 6-P qui est reconnu par deux récepteurs
membranaires du mannose 6-P (MPRs) >. Les complexes hydrolases acides-MPRs sont alors
assemblés dans les vésicules de transport recouvertes de clathrine qui émanent du TGN et
aboutissent aux endosomes *,

1.2.Trafic intracellulaire des enzymes lysosomales
1.2.1.Les récepteurs du mannose 6-phosphate

Deux types de récepteur du mannose 6-phosphate ont ét€ décrits. Leur structure est
représentée a la Fig.1. Le récepteur du mannose 6-P indépendant des cations (CI-MPR) est
une glycoprotéine membranaire. Il présente un poids moléculaire apparent de 300 kDa dont £
30 kDa sont dus a des glucides. La région luminale présente une structure de 147 acides
aminés répétée 15 fois. Entre chaque répétition, il y a des résidus cystéines entourés de résidus
hydrophobes. Elle comporte deux sites distincts de liaison pour le mannose 6-phosphate, un
site unique pour IGF-II et un site pour I’urokinase (un activateur du plasminogene).

Le récepteur du mannose 6-P dépendant des cations (CD-MPR) est une glycoprotéine
dimérique de poids moléculaire apparent de + 46 kDa dont 18 kDa sont dus a la glycosylation.
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Fig. 2. Représentation schématique du trafic intracellulaire des récepteurs du Mannose 6- phosphate

RE= Réticulum endoplasmique, EE= endosome précoce, LE= endosome tardif, L= lysosome,
CCV=vésicules recouvertes de clathrine




Il présente un seul site de liaison pour le mannose 6-P au niveau de son domaine luminal.
Celui-ci est composé de £ 159 résidus et est similaire a la structure répétée du CI-MPR.

Dans la queue cytoplasmique des deux récepteurs, il existe de nombreux domaines qui
permettent le trafic des MPRs entre le TGN, les endosomes et la membrane plasmique, tout en
évitant aux MPRs d’étre délivrés vers les lysosomes ou ils pourraient étre détruits *. 11y a
entre autres plusieurs domaines de liaison pour AP-1, une protéine adaptatrice impliquée dans
le transport vésiculaire des MPRs. La queue cytoplasmique du CI-MPR renferme au moins
quatre sites de liaison pour AP-1 5 le motif YSKV, la séquence ETEWLM, et les deux sites
« casein kinase-2 » (CK-2). L’affinité de AP-1 pour les sites CK-2 est augmentée si ces sites
sont phosphorylés ¢, Quant au CD-PMR, il possede deux séquences indépendantes qui lient
AP-1 avec une faible affinité ’. Un autre motif, constitué d’une paire de leucines précédée de
résidus acides (Acid Cluster-LL), est également présent sur la queue cytoplasmique des 2
MPRs. Ce motif sert de site de fixation a d’autres protéines adaptatrices, impliquées dans le
transport des MPRs du TGN vers les endosomes (voir plus loin).

1.2.2.Trafic des récepteurs du mannose 6 -phosphate du TGN vers les endosomes

Le trafic des MPRs avec leur cargo est schématisé a la Fig.2. Le transport des
hydrolases acides du TGN vers les endosomes se fait par I’intermédiaire de vésicules
recouvertes de clathrine (CCVs) 2. Les vésicules de transport se forment par bourgeonnement
a partir de la membrane du TGN. La formation d’invaginations de la membrane est un
phénoméne complexe qui nécessite notamment des interactions entre la clathrine et des
protéines adaptatrices. Les protéines adaptatrices servent d’une part, a concentrer les protéines
cargo sur la face luminale, et d’autre part, a recruter les molécules de clathrine sur la face
cytoplasmique de la membrane donneuse. Dans le transport antérograde du TGN vers les
endosomes, ce role fiit longtemps attribué a AP1 2,

Les adaptines

Les complexes AP (AP1, AP2, AP3, AP4) sont des complexes hétéro-tétramériques
composés de deux grandes sous-unités de + 100 kDa appelées adaptines (y/B1, a/Bf2
0/B3, €/B4),d’une sous-unité de taille moyenne de £ 50 kDa (u1, e, p3, ), et d’une petite
sous-unité de + 20 kDa (o1, 02, 03, 04) % Les sous-unités B des complexes AP-1 et AP-2
permettent la liaison a la clathrine. De leur coté, les sous-unités p interviennent dans la
reconnaissance et le recrutement du cargo en se liant au motif tyrosine, situé¢ dans la queue
cytoplasmique des protéines membranaires °.

Le role exact des protéines adaptatrices dans le trafic intracellulaire n’est pas clair pour
tous les complexes AP. On sait que AP2 est localisé€ au niveau de la membrane plasmique ou
il intervient dans le recrutement des récepteurs dans les puits recouverts de clathrine '°. AP-3
et AP-4 interviendraient dans le trafic au niveau des endosomes et des lysosomes mais leur
role n’est pas encore bien défini ''. Du fait de sa localisation avec les MPRs au niveau du
TGN et de son aptitude a interagir in vitro avec le motif tyrosine, il était généralement admis
que AP-1 jouait un réle essentiel dans la formation des vésicules recouvertes de clathrine et
dans I’adressage des hydrolases acides vers les endosomes. Par la suite, des études ont montré
que le motif AC-LL, également présent a I’extrémité C-terminale des MPRs, était
indispensable pour le transport efficace des hydrolases acides du TGN vers les endosomes 12
Or, des mutations dans le motif dileucine du CD-MPR n’inhibent pas la liaison du récepteur

avec AP-1 7. Donc, le motif dileucine pourrait interagir avec d’autres protéines adaptatrices.
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Fig. 3. Modele d’interaction entre les GGA et les autres protéines impliquées dans le ciblage
et la formation des vésicules au niveau du TGN, en réponse & 1’échange de GTP sur la

protéine ARF




Enfin, dans les souris « knock-out » pour la sous-unité pi, les MPRs sont transportés
efficacement du TGN vers la membrane plasmique, puis ils sont reendocytes mais
contrairement aux souris sauvages, ils s’accumulent dans les endosomes précoces B Ces
observations suggérent que AP-1 agit au niveau du trafic rétrograde (des endosomes vers le
TGN) et pas au niveau du trafic antérograde des MPRs (du TGN vers les endosomes). En
2000, plusieurs équipes ont découvert simultanément une nouvelle famille de protéines
adaptatrices, les GGA (Golgi associated y-ear containing ARF binding proteins). Celles-ci
fixent les MPRs par le motif AC-LL au niveau du TGN et sont de parfaites candidates pour
I’acheminement antérograde des hydrolases acides °.

Les protéines de la famille des GGA

Les GGA sont des protéines hautement conservées de la levure a I’homme “ Ilen
existe deux isoformes chez la levure (GGA1, GGA?2) et trois chez ’homme (GGA1, GGA2,
GGA3). La Fig.3 présente la structure générale des GGAs. Elles ont un poids moléculaire
apparent de 60-75 kDa et elles sont composées d’un domaine VHS a I’extrémité N-terminale,
d’un domaine GAT qui permet son recrutement membranaire, d’une région charniére de taille
variable qui contient des domaines de liaison a la clathrine et a AP1 et enfin, d’un domaine
GAE al’extrémité C-terminale présentant des homologies avec la y-adaptine de AP1.

Dans les cellules mammaliennes, les GGA sont localisées dans le cytosol mais,
comme les complexes AP, elles sont recrutées au niveau du TGN gréice a une petite GTPase
activée (ARF-GTP). La, elles colocalisent partiellement avec la clathrine et AP1 6. Par leur
domaine VHS, elles lient le motif di-leucine situé a I’extrémité C-terminale des CD-MPR et
CI-MPR ', Cette liaison aurait une certaine spécificité puisque les GGA ont une plus grande
affinité pour le motif dileucine présent dans le CI-MPR que pour celui présent dans le CD-
MPR > L’affinité dépendrait des acides aminés 51tues dans et autour du motif dileucine °. Par
leur région chamiere, elles interagissent avec AP1® ce qui laisse penser que AP-1 pourrait
quand méme agir dans le transport antérograde des hydrolases acides. Enfin, elles sont
capables de lier la clathrine, mais contrairement a AP1, elles se dissocient rapidement de la
clathrine et se redistribuent dans le cytoplasme '

La sur-expression d’une forme tronquée de GGA1, qui ne posséde pas la région
chamiére et qui, dés lors, est incapable de se lier a AP1, entraine une accumulation des MPRs
au niveau du TGN 7. Par contre, la distribution de AP1 n’est pas affectée 17 Ces résultats
représentent des arguments supplémentaires en faveur de I’implication des GGA dans le
transport antérograde des MPRs.

Role de API et de GGA dans le trafic antérograde du TGN vers les endosomes

Comme AP-1 et GGA2 sont colocalisés dans les vésicules en bourgeonnement a partir
du TGN et dans les vésicules recouvertes de clathrine . Elles pourraient agir en paralléle et
intervenir dans la formation de vésicules de transport différentes, peut-étre destinées a des
compartiments différents du systeme endo-lysosomal. Ce systéme semble exister chez la
levure '*!°. Alternativement, AP-1 et GGA2 pourraient agir de fagon synergique : GGA2
lierait les MPRs et faciliterait leur entrée dans les vésicules de transport recouvertes d’AP1 et
de clathrine ®. Les GGA pourraient aussi stabiliser, de fagon transitoire, ARF activé sur la
membrane du TGN et accélérer ainsi le recrutement de la clathrine et de AP1 .



Selon le groupe de Kornfeld, les GGA lieraient les MPRs au niveau du trans-Golgi N
Ceux-ci seraient ainsi retenus dans le Golgi au lieu d’étre empaquetés dans des vésicules de
transport destinées a la membrane plasmique. Une fois arrivés dans le TGN, les complexes
MPRs-hydrolases acides seraient transférés dans des vésicules de transport recouvertes de
clathrine qui se forment a partir d’extensions tubulaires du TGN *. En fait, lorsque AP-1 est
recruté au niveau de la membrane du TGN, la sous-unité 31 est déphosphorylée, ce qui lui
permet de lier la clathrine. Par contre, la sous-unité p1 est phosphorylée, ce qui favorise la
liaison de AP1 sur les MPRs. Comme AP-1 colocalise et interagit directement avec les GGA,
il est probable que les GGA cedent les MPRs a AP-1 dans les vésicules de transport en
formation. Le transfert des MPRs de GGA1 (mais pas de GGA2) vers AP1 résulterait de la
phosphorylation des GGAs par la kinase associée a AP-1 (CK-2) ¢. Comme on le voit, la
capture et la rétention des MPRs dans des vésicules de transport en formation seraient
régulées par des réactions de phosphorylation/ déphosphorylation.

Réle des protéines Rab et SNARE dans le trafic antérograde du TGN vers les
endosomes

Apres le bourgeonnement des vésicules de transport, la clathrine est libérée
rapidement. AP-1 reste associé aux vesicules pendant un laps de temps plus long, peut-€tre
pour permettre pour guider les vésicules de transport vers leur destination finale, le long de
microtubules *. Il semblerait que la plupart des vésicules de transport contenant les MPRs, liés
aux hydrolases acides, livrent leur cargo aux endosomes précoces 2% bien que I’interprétation
de ces résultats ait été mise en doute *'. L’ancrage et la fusion entre deux vésicules nécessitent
des petites GTPases de la famille Rab et des protéines SNARE (soluble NSF- attachment
protein receptors). Jusqu'a présent, aucune protéine Rab n’a été identifiée dans les vésicules
de transport mais des €tudes récentes montrent que rabaptin$ est capable de lier les GGA, la
sous-unit€ y de AP1 et les endosomes précoces par le biais de Rab$ 132224 Donc, si API (ou
GGA)reste associé aux vésicules de transport jusqu’aux endosomes, rabaptinS pourrait jouer
un role dans I’ancrage des vésicules.

Plusieurs SNARE ont été identifiées dans les vésicules recouvertes de clathrine au
niveau du TGN. C’est la cas de la syntaxine 6 »* et de VAMP-4 2%, Ces protéines pourraient
intervenir dans la fusion des vésicules de transport avec les endosomes puisque 1) la
syntaxine 6 peut se fixer sur EEA1 (early endosomal antigen 1), un effecteur de Rab$5 au
niveau des endosomes précoces 27 ¢t 2) VAMP-4 interagit directement avec AP-1 par un

motif di-leucine 2.

Dissociation des MPRs et des hydrolases acides dans les endosomes

Au niveau des endosomes, 1’acidité qui régne a I’intérieur provoque la dissociation des
enzymes lysosomales et des MPRs. Ceux-ci sont renvoyés vers le TGN pour €tre réutilisés
alors que les hydrolases acides sont acheminées vers les lysosomes (Fig.4). Les MPRS ne
rentrent pas dans les lysosomes 4 La rétention du CD-MPR dans les endosomes tardifs est
due au motif FW, situé dans sa queue cytoplasmique. Ce motif est reconnu par la protéine
TIP47 ¥ qui intervient également dans le recyclage des MPRs vers le TGN . TIP47 agirait
en liant 4 la fois les MPRs et Rab9-GTP *'. Au niveau des endosomes précoces, ce seraient
AP-1 et la protéine cytosolique PACS-1 qui assureraient le trafic rétrograde des MPRs vers le
TGN. En effet, dans les cellules déficientes en AP-1 ou en PACS-1, les MPRs s’accumulent
dans les endosomes *2. De plus, PACS-1 se lie 4 AP-1 ainsi qu’aux MPRs. Ces interactions
seraient a la base du recrutement des MPRs dans les vésicules de transport vers le TGN »°.




1.2.3.Voies indépendantes des récepteurs du mannose-6 phosphate

Certaines observations suggérent 1’existence d’une voie indépendante des récepteurs
du mannose 6-P pour le transport des enzymes lysosomales du TGN vers les lysosomes. La
premiére indication découle d’études menées sur des cellules des patients atteints de la « I-cell
disease ». Dans cette pathologie, la phosphotransférase est déficiente, ce qui entraine un
défaut d’adressage des hydrolases acides vers les lysosomes et leur sécrétion accrue dans le
milieu >, Cependant, dans le cerveau, le foie, la rate et les reins de ces patients, on retrouve
un taux normal de certaines hydrolases acides, dont la cathepsine D, dans les lysosomes **-*
indiquant I’existence d’une voie indépendante des MPRs.

Dans les cellules HepG2, des interactions entre la pro-cathepsine-D, la B-
glucosylceraminidase (une enzyme lysosomale) et la prosaposine (une glycoprotéine
précurseur des saposines lysosomales) ont été décrites *’. Ces protéines se lieraient de fagon
transitoire avec les membranes, indépendamment des récepteurs du mannose 6-phosphate *.
Toujours avec les cellules HepG2, Zhu e Conner (1994) ont montré que I’interaction de la
cathepsine D avec la prosaposine commengait au niveau du réticulum endoplasmique et se
poursuivait ;usque dans les endosomes *°. Cette interaction n’est pas détectée dans les
fibroblastes *>. Or, ces cellules ne semblent pas posséder la voie indépendante des MPRs.
Donc, la prosaposine pourrait aider a I’acheminement de différentes enzymes lysosomales par
la voie indépendante des MPRs. De plus, des expériences récentes, utilisant des inhibiteurs de
la synthese des lipides, ont montré que le ciblage de la prosaj)osine du réticulum
endoplasmique vers les lysosomes impliquait la sphingomyéline “***. D’autres études
soulignent I’importance des interactions protéines-lipides dans le trafic intracellulaire et dans
la maturation de certaines protéines. Ainsi, il a été démontré que la cathepsine D interagissait
avec la céramide, résultant de la dégradation de la sphingomyéline par la sphingomyélinase
acide lysosomale. Dans cette étude, les auteurs montrent que I’interaction directe de la
céramide avec la pro-cathepsine D provoque 1’auto-activation de la cathepsine D ¥ Ces
études suggerent que des lipides, éventuellement situés dans des radeaux lipidiques, jouent un
réle dans I’adressage des hydrolases acides du TGN vers les lysosomes. Ces lipides pourraient
intervenir dans la voie indépendante des récepteurs mannose-6 phosphate.

1.2.4.Transport des hydrolases acides des endosomes précoces vers les endosomes tardifs et
les lysosomes.

Le transport des hydrolases acides entre les endosomes précoces et les endosomes
tardifs puis, entre les endosomes tardifs et les lysosomes reste encore obscur. Il pourrait se
faire par transport vésiculaire. Dans ce cas, soit les vésicules se déplacent d’un compartiment
a I’autre * soit elles subissent des mécanismes de fusion/ fission, leur permettant d’acquérir a
la fois le matériel a dégrader et les enzymes nécessaires a la dégradation A I’heure actuelle,
le transport vésiculaire a travers la voie endo-lysosomale est généralement admis. Toutefois,
I’hypothese selon laquelle les hydrolases acides arriveraient aux lysosomes suite a la
maturation progressive des endosomes, n’est pas complétement exclue %47 Des expériences
publiées récemment semblent indiquer que la petite GTP-ase Rab7 est impliquée dans le trafic
intracellulaire au niveau des endosomes tardifs/ lysosomes, ce qui argue en faveur de la
premiére hypothése 2'. En fait, Rab7 serait responsable du transport des endosomes tardifs/
lysosomes de la périphérie cellulaire vers la région périnucléaire ou il stimulerait 1’agrégation
et la fusion de ces compartiments 2"*®. Le déplacement des endosomes tardifs et des
lysosomes pourrait se faire le long des microtubules et impliquerait RILP7 (un effecteur de
Rab7) et le complexe dynéine-dynactine )




1.3.Biosynthése et trafic de la cathepsine D

La cathepsine D est le seul enzyme lysosomal de la famille des protéases a aspartate,
comprenant aussi la pepsine et la rénine. Elle est synthétisée au niveau du réticulum
endoplasmique sous forme d’une pré-proenzyme de 51 kDa. Elle posséde un peptide signal
qui permet sa translocation a travers la membrane du réticulum endoplasmique et un
propeptide pour le contrdle de son activit€ enzymatique. En méme temps qu’elle est
transloquée, deux chaines d’oligosaccharides sont a 5]outées sur les résidus asparagine 70 et
199 pour engendrer la forme précurseur de 53 kDa *". Au niveau de I’appareil de Golgi, les
deux chaines d’oligosaccharides sont reconnues par la phosphotransferase Elles sont alors
modifiées pour générer le signal mannose-6-P reconnu par les deux MPRs "

Au cours de son transfert du TGN vers les lysosomes, la cathepsine D subit une
maturation protéolytique. Le premler clivage, initié au niveau des endosomes 52 libére la
forme intermédiaire de 47 kDa qui posséde déja une activité enzymathue ' Ce clivage peut
se faire autocatalytiquement car il est inhibé de maniére spécifique par la pepstatine
(inhibiteur des protéinases & aspartate) >>. Le dernier clivage protéolytique libére deux chaines
matures de 31 et 14 kDa. Les enzymes impliquées ne sont pas connues. Le fait que la
génération de la forme mature est inhibée par la leupeptine suggere I’implication des
protéinases a cystéine dans cette derniére étape de la maturation de la cathepsine D.

Le role exact de la cathepsine D dans les tissus normaux n’est pas bien connu.
Cependant, des observations effectuées sur des souris déficientes en cathepsine D montrent
qu’elle aurait un réle spécifique dans I’activation ou I’inactivation de certaines hormones, en
exergant notamment une protéolyse limitée sur des protéines régulant la croissance et/ou
I’homéostasie cellulaire. Chez ces souris, la protéolyse lysosomale est normale mais elles
meurent précocement d’anorexie, des suites d’une nécrose intestinale et de
thromboembolisme. La cathepsine D, sécrétée aussi dans le lait comme une pro-enzyme,
pourrait aider au développement des nouveaux-nés en les protégeant contre la nécrose
intestinale et I’apoptose thymique ol

Le trafic de la cathepsine D est altéré dans beaucoup de cancers (cancer du sein,
cancer de la prostate, cancer de 1’endomeétre...) provoquant une sécrétion accrue du pro-
enzyme comparativement au faible pourcentage de précurseur trouvé dans les lysats
cellulaires *°. La sur-expression et la sécrétion accrue de la cathepsine D dans les cellules
cancéreuses, surtout les cancers du sein, ont €té associées a 1’augmentation du risque de
récidives et de métastases *°. Les mécanismes a la base de ces phénomeénes restent cependant
obscurs *’. Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer son activation et son mode
d’action, une fois libérée dans I’ espace extracellulaire.

Contrairement aux autres protéases tissulaires, la cathepsine D n’a pas d’inhibiteur connu. La
cond1t10n majeure pour son autoactivation est d’€étre localisée dans des micro environnements
acides °® : les lysosomes, les phagosomes, et les endosomes tardifs. De larges vésicules
mtracellulalres acides (LAVs) ont été décrites dans les cellules cancéreuses du sein *_ Elles
contiendraient un taux élevé de cathepsine D et de molécules de la matrice extracellulaire. Ces
LAVs correspondraient a des hétérophagosomes = L’ hétérophagocytose associée a une
sécrétion élevée de protons pourrait faciliter le développement des colonies de cellules
cancéreuses a distance. Ceci pourrait expliquer comment les cellules cancéreuses sur-
exprimant la cathepsine D ont une grande capacité a développer des métastases % De plus, la
sur-expression de la cathepsine D semble inhiber I’activité ou la sécrétion des inhibiteurs de




| Fig. 5. Représentation schématique de la structure du cholestérol (en haut) et du lanostérol(en bas




croissance, libérés par des cellules confluentes %0 La maturation intracellulaire de cet enzyme
semble étre nécessaire, puisque la neutralisation de I’acidité dans ces compartiments par le
NH;4Cl diminue I’ activité mitogénique de la cathepsine D.

La pro-cathepsine D sécrétée pourrait €tre activée extracellulairement dans un milieu
suffisamment acide. Le pH extracellulalre dans les tumeurs est généralement plus acide que
dans les tissus normaux correspondants . Des cellules cancéreuses du sein ont un haut
potentiel pour libérer des protons dans le mllleu extracellulaire, griace a la production d acide
lactique et a la pompe H/ATPase fonctionnelle au niveau de la membrane plasmlque .Ala
suite de son activation dans le milieu extracellulaire, comme pour les autres protéases, la
cathepsine D pourrait dégrader des inhibiteurs de croissance ou libérer des facteurs de
croissance et des facteurs angiogéniques %

Comme pour les autres enzymes lysosomaux, la procathepsine D porte le signal mannose 6-P
sur ses chaines N-glycosylées, permettant ainsi son interaction avec les deux récepteurs du
mannose 6-P. Le récepteur CI-MPR est un récepteur multifonctionnel, puisque, en plus de sa
liaison avec les enzymes lysosomaux, il se lie et inactive la protéine IGFII (un mitogene
majeur impliqué dans la croissance tumorale), il active la pro-TGFB (n inhibiteur de
croissance), et il interagit avec les rétinoides et le récepteur a I’urokinase 4 En se liant au
récepteur du mannose 6-P, la cathepsine D pourrait libérer la protéine IGFII et le TGFf et
ainsi stimuler la croissance des cellules cancéreuses et faciliter ainsi I’invasion cellulaire .
L’activité mitogénique de la cathepsine D pourralt aussi résulter de sa liaison avec d’ autres
récepteurs indépendant du mannose 6- phosphate

2.Biosynthése, transport et role du cholestérol dans les cellules eucaryotes

2.1 Propriétés intrinséques du cholestérol

Le cholestérol est le stéroide le plus abondant dans les cellules mammaliennes. 11
interagit avec les sphingolipides, les phospholipides et les protéines pour former des micro-
domaines dynamiques, au sein de certaines membranes, dont la membrane plasmique. En
particulier, sa structure plane et lisse (Fig.4) favorise ses interactions avec les autres llpldCS

Ces micro-domaines riches en cholestérol et sphingolipides (radeaux lipidiques et
caveolae) sont impliqués dans beaucoup de phénomenes biologiques et pathologiques : la
transduction du signal, la formation des vésicules d’endocytose au niveau de la membrane
plasmique, les réactions allergiques, I’activation des agents pathogénes,...*" 0 Les deux
micro-domaines se distinguent par la présence de protéines avec une ancre GPI
(glycophosphatidyl! inositol) pour les radeaux lipidiques, et la présence d’une protéine,
appelée cavéoline, dans les caveolae.

Au niveau des membranes, le cholestérol occupe les espaces libres entre les acides
gras. Il confere a la membrane plasmique une certaine rigidité ’' et réduit sa perméabilité.
Selon certains auteurs, son rdle principal serait d’empécher la fuite des protons avec perte
d’énergie par les cellules. Cette perte d’énergie ex 7gllqueralt pourquoi la privation du
cholestérol est l€tale pour toutes les cellules eucaryotes

Outre son rdle fondamental dans la formation des membranes biologiques, le
cholestérol est indispensable pour la synthese des hormones stéroidiennes, de la vitamine D
(au niveau de la peau) et des sels biliaires.
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Les cellules mammaliennes adaptent leur niveau en cholestérol par différents
mécanismes: la régulation de la biosynthése du cholestérol, la modification de la quantité de
cholestérol endocyté a partir des lipoprotéines circulantes, principalement les LDL (low
density lipoprotein), 1a séquestration de 1’exces de cholestérol libre dans le cytosol sous forme
d’esters de cholestérol et la conversion du cholestérol en hormones stéroidiennes, sels biliaires
et lipoprotéines plasmatiques. Les HDL (high density lipoproteins) sont riches en
phospholipides et de ce fait captent le cholestérol des cellules pour le ramener au foie ou il est
catabolisé en sels biliaires.

2.2.Biosynthése du cholestérol
2.2.1.Schéma général

La biosynthese du cholestérol est un processus complexe (Fig.5). Chez I’homme, elle
a lieu dans le foie au niveau du réticulum endoplasmique mais aussi dans les intestins. Le
cholestérol est synthétisé a partir de I’acétate. La condensation de trois molécules d’acétyl-
CoA donne I’hydroxy-méthyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) 6,

L’étape limitante dans la syntheése du cholestérol est la transformation du HMG-CoA
en mévalonate par ’HMG-CoA réductase. Cette enzyme constitue le principal site de
régulation de la synthese du cholestérol. Elle est rétro-inhibée par le cholestérol et les dérivés
non stéroidiens du mévalonate 7.

Les étapes intermédiaires de la voie de synthése jusqu’au farnésyl pyrophosphate
conduisent & la synthése des radicaux isopentényl et farnésyl. Un processus de condensation
des unités isoprenes aboutira a la production de squaléne. A partir du squaléne, débute la
synthése des stérols proprement dite : cholestérol et vitamine D et finalement les hormones
stéroidiennes et les sels biliaires. La cyclisation du squalene donne le lanostérol, le précurseur
immédiat du cholestérol, également un stérol actif dans les membranes **7°. La trans-
formation du lanostérol en cholestérol nécessite 18 réactions enzymatiques bien que les deux
molécules soient fort semblables. L’enlévement des groupements méthyl en C4 et C14,
I’introduction d’une double liaison et d’un groupement hydroxyle (Fig.4) sont importants car
ils permettent au cholestérol d’interagir de fagon optimale avec les autres lipides dans les
membranes **7°.

2.2.2.Régulation de la biosynthése du cholestérol

La biosynthese du cholestérol est un processus qui consomme beaucoup d’énergie.
Elle est régulée de fagon stricte, surtout a travers I’enzyme HMG-CoA réductase. Celle-ci est
inhibée de fagon allostérique par le cholestérol 7. :

Le niveau d’expression du gene encodant la HMG-CoA réductase est régulé par une
petite séquence SRE (sterol response element) située dans la région du promoteur. Cette
séquence est reconnue par un facteur de transcription, dérivé du SREBP (sterol response
element binding protein) 7. Dans les conditions normales, SREBP est synthétisée sous forme
de précurseur et reste ancré dans la membrane du réticulum endoplasmique 7475 La réduction
du niveau cellulaire en cholestérol entraine la translocation du SREBP du réticulum
endoplasmique vers I’appareil de Golgi. La, deux clivages protéolytiques libérent un facteur
de transcription qui passe dans le noyau. Il se fixe alors sur la séquence SRE des génes
contrdlant la biosynthése et la capture du cholestérol. 7"



La vitesse de traduction des ARN messager encodant le HMG-CoA réductase est
contrOlée par les dérivés non stéroidiens du mévalonate. Les dérivés (stéroidiens et non
stéro'l'diensg du mévalonate stimulent aussi la vitesse de dégradation de la HMG-CoA
réductase '°.

Le sort intracellulaire du cholestérol dépend aussi de la sphingomyéline. Celle-ci est
synthétisée dans la partie cis/médiane du Golgi, et s’associe avec le cholestérol dans les
radeaux lipidiques, du TGN a la membrane plasmique. L’hydrolyse de la sphingomyéline au
niveau de la membrane plasmique, par une sphingomyélinase acide ajoutée dans le milieu de
culture, entraine une augmentation du cholestérol libre dans la cellule et une inhibition de la
biosynthése du cholestérol Ll

2.3.Trafic intracellulaire du cholestérol

Les cellules maintiennent un gradient de cholestérol a travers la voie sécrétoire, avec
les concentrations plus faibles dans le réticulum endoplasmique et les plus élevées dans la
membrane plasmique. Le cholestérol est distribué de fagon hétérogéne dans la voie
endocytaire. On ne sait pas comment cette distribution hétérogéne est maintenue malgré le
transport vésiculaire continu entre les organites. La modulation du contenu en cholestérol des
vésicules de transport et le transport non vésiculaire du cholestérol entre les organites y
contribuent probablement 7

2.3.1 Capture du cholestérol par les cellules

La capture du cholestérol par les cellules, principalement a partir des LDL, se fait par
endocytose dépendante de la clathrine. Les esters de cholestérol et le cholestérol libre dérivés
des LDL entrent dans les compartiments endocytaires, destinés aux lysosomes. Une partie
serait recyclée directement vers la membrane plasmique, sans passer par les lysosomes. Dans
les endosomes tardifs ou dans les lysosomes, la lipase acide libere le cholestérol qui est alors
redistribué vers la membrane plasmique et les organites subcellulaires 7 Pour certains
auteurs, 1’hydrolyse des LDL pour libérer le cholestérol libre se ferait dans des compartiments
t739ndocytaires distincts, intermédiaires entre les endosomes précoces et les endosomes tardifs

I existe une voie d’entrée mineure dépendant du * scavenger receptor ” SRB, et des
caveolae. Elle concerne la capture sélective du cholestérol associé aux HDL et elle est trés
active dans les cellules ou se fait la stéroidogenése **. Le mécanisme qui permet ce transport
dépendant des caveolae n’est pas clair. Il pourrait impliquer la formation de complexes
cavéoline/cholestérol/chaperonine, avec transport de cholestérol vers ’appareil de Golgi *°.

2.3.2. Trafic du cholestérol dérivé des LDL

Une partie du cholestérol dérivé des LDL réapparait rapidement a la membrane
plasmique (ty2 <2 min), ce qui suggére que ce trafic se fait par diffusion ®'. La plus grande
partie du cholestérol dérivé des LDL atteint la membrane plasmique par un trafic plus lent,
compatible avec un transport de type vésiculaire *2 ®'. Dans la maladie de Niemann-Pick C
(NPC), le trafic du cholestérol a travers les endosomes tardifs (corgs multivésiculaires) est
perturbé 83 suite 4 des mutations des protéines NPC, et/ou HE, 48 Ces protéines sont
localisées au niveau de la membrane des lysosomes et des endosomes tardifs. Des mutations




dans ces protéines conduisent a un défaut dans le transport du cholestérol dérivé des LDL et a
I’accumulation du cholestérol dans le syst¢tme endolysosomal $18

D’autres protéines sont impliquées dans le trafic du cholestérol a partir des
endosomes/lysosomes, par exemple, la protéine MLN64, qui appartient a la méme famille que
la protéine mitochondriale StAR ¥ La protéine StAR est exprimée dans les organes ou se fait
la stéroidogenése et assure le transport du cholestérol de la membrane externe des
mitochondries vers la membrane interne des mitochondries dépourvue de cholestérol 88 Elle
posséde un domaine de liaison au cholestérol, le domaine START (StAR related lipid transfer
domain). La protéine MLN64 possede aussi le domaine START. Elle est exprimée, de fagon
constitutive, dans tous les tissus et colocalise avec les marqueurs des endosomes tardifs
(cathepsine D, LAMP 1, et I’acide lyso-bisphosphatidique) ¥ L’expression de dominants
négatifs de la protéine MLN64 provoque une accumulation de cholestérol dans les lysosomes,
ce qui montre son rdle dans le transport du cholestérol au niveau des endosomes tardifs 57

Des études ont également montré que la protéine SCP-2 (sterol carrier protein-2)
facilitait le transfert du cholestérol a partir des membranes lysosomales dans des fibroblastes
humains, provenant de patients atteints de la maladie Niemann-Pick C 81 Ces études
suggerent que le transit des endosomes/lysosomes vers la membrane plasmique est assurée
par la protéine SCP-2 et qu’il ne nécessite pas la présence d’un cytosquelette intact *°.

Le transport vésiculaire du cholestérol dérivé des LDL est perturbé dans la maladie de
Niemann-Pick C. L’accumulation du cholestérol observé dans les endosomes tardifs résulte
en une modification profonde de la structure des membranes de ces endosomes *. L’acide
lysobisphophatidique, trouvé en abondance dans les membranes internes des endosomes
tardifs, agirait comme un régulateur du transport vésiculaire du cholestérol dérivé des LDL .
Sa structure permet aux endosomes de stocker le cholestérol et de le distribuer dans les
différents compartiments de la cellule. Il est altéré suite a I’accumulation de cholestérol *.

2.3.3.Trafic du cholestérol nouvellement synthétisé

Le trafic intracellulaire du cholestérol, apreés sa synthese dans le réticulum
endoplasmique, n’est pas bien connu. Une voie rapide, transférant le cholestérol du réticulum
endoplasmique a la membrane plasmique sans passer par le Golgi, a été démontrée dans les
fibroblastes *. Elle impliquerait d’une part, la protéine SCP-2, comme le montrent les
expériences réalisées avec des cDNA « antisens » sur des cellules de foie de rats * et d’autre
part, la cavéoline *. De nombreux arguments plaident en faveur du réle de la cavéoline dans
le transport du cholestérol. Notamment, elle présente un site de liaison pour le cholestérol, son
expression est régulée par les oxystérols ** par un mécanisme dépendant de la SREBP. De
plus, la transfection de cellules dépourvues de caveoale avec le cDNA de la cavéoline conduit

. La cavéoline pourrait agir apres

a ’apparition d’invaginations, typiques des caveolae
formation d’un complexe cholestérol/cavéoline/protéines HSP (heat schock proteins) ¥. Dans
cette étude, les auteurs montrent en effet que le cholestérol forme un complexe avec la
cavéoline, la cyclophiline A et le HSP 56. Ce complexe transporterait le cholestérol, du

réticulum endoplasmique vers les caveolae, sans passer par ’appareil de Golgi *.

D’autres voies ont été proposées pour le transport du cholestérol du réticulum
endoplasmique vers la membrane plasmique. C’est le cas du transport dépendant des radeaux
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lipidiques. L’association du cholestérol néo-synthétisé avec les radeaux lipidiques commence
rapidement apres la synthese, bien avant I’arrivée du cholestérol a la membrane plasmique.
L’incorporation du cholestérol dans les radeaux lipidiques se ferait au niveau du Golgi, la ot
est synthétisée la sphingomyéline .

Une étude récente semble indiquer qu’une faible proportion de cholestérol
néosynthétisé pourrait également utiliser le transport vésiculaire pour atteindre la membrane
plasmique *. Cette voie est sensible au nocodazole, une molécule utilisée pour dépolymériser
les microtubules, ainsi qu’a la bréfeldine A, un composé qui provoque la fragmentation de
I’appareil de Golgi. Ceci tend a prouver qu’une partie du cholestérol synthétisé de novo passe
par le Golgi, contrairement a ce qu’on pensait avant >,

2.3.4. Transfert du cholestérol aux HDL

Le transfert de I’exces de cholestérol aux HDLs se fait essentiellement au niveau de la
membrane plasmique, dans les caveolae. La liaison des HDL a leurs récepteurs SRBI n’est
pas requise pour I’efflux du cholestérol exogeéne. Dans la maladie de Tangier, les cellules sont

s

incapables de transférer le cholestérol aux HDL, suite a une mutation dans le gene du
transporteur des lipides ABCA1 (ATP-binding cassette) **°. Le mécanisme a la base de
I’interaction entre ABCAIl, SRBI et HDL n’est pas bien défini. ABCAI transfere le
cholestérol sur I’apoprotéine A-1 qui entre dans la composition des HDL. Dans les cellules,
ABCAI est localisé au niveau de la membrane plasmique et dans les compartiments
endocytaires.

2.4.Importance du cholestérol dans le trafic intracellulaire

De nombreuses études démontrent le réle du cholestérol dans la voie endocytaire,
notamment sur la formation des puits recouverts de clathrine et le recyclage des récepteurs a
LDL. Par contre, on connait peu de choses sur le réle du cholestérol dans la voie
biosynthétique.

2.4.1.Rdle du cholestérol dans I’endocytose et dans la transduction du signal

Dans les cellules eucaryotes, 1’internalisation des protéines et des lipides se fait
essentiellement par endocytose dépendante de la clathrine. Les complexes récepteurs/ ligands
endocytosés sont transférés aux endosomes précoses. Dans le compartiment endosomal,
certains récepteurs sont séparés de leurs ligands et sont recyclés vers la membrane plasmique
via les endosomes de recyclage. L’exemple le mieux caractérisé€ dans ce cas est le récepteur a
la transferrine, dont le trafic a été étudié dans plusieurs types de cellules. De ce fait, il est
souvent utilisé comme marqueur de I’endocytose dépendant de la clathrine *7*°. D’ autres
récepteurs, comme le récepteur a I’insuline, sont délivrés aux lysosomes ou ils sont détruits.

Il existe plusieurs voies d’endocytose indépendante de la clathrine, dont I’endocytose
fluide. Pour explorer cette voie, la HRP (horseradish peroxydase) ou la ricine sont souvent
utilisées. La ricine est une toxine végétale composée d’une chaine A responsable de I’activité
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enzymatique est d’une chaine B responsable de la liaison a la membrane plasmique et le
transport dans la cellule.

Dans la voie de I’endocytose, le cholestérol se trouve principalement dans les
endosomes de recyclage et dans les vésicules internes des corps multivésiculaires '°. Des
études ont montré I’implication du cholestérol dans I’endocytose dépendante de la clathrine.
L’extraction du cholestérol de la membrane plasmique par la méthyl-f3 cyclodextrine inhibe
I’endocytose de la transferrine et de I’EGF dans les cellules Hep-2 %7 Cette inhibition est
levée en incubant les cellules dans un milieu sans sérum pendant 3 heures. La restauration de
I’endocytose est inhibée par I’ajout de la lovastatine (un inhibiteur de la voie de biosynthése
du cholestérol). Par contre, la restauration de I’endocytose survient lorsque la lovastatine est
combinée au cholestérol soluble. L’analyse en microscopie €électronique montre que les
invaginations caractéristiques des caveolae sont absentes de la membrane plasmique apres
addition de méthyl- cyclodextrine. La clathrine est bien recrutée a la membrane plasmique et
les récepteurs sont présents dans les puits recouverts de clathrine mais I’invagination de ces
puits est fortement inhibée.

Dans une étude réalisée sur des cellules CHO (chinese hamster ovary cell), Subtil et
al . (1999) sont arrivés a la méme conclusion *®. Cette étude montre que I’inhibition de
I’endocytose de la transferrine résulte de I’inhibition de la formation d’invagination dans les
puits recouverts de clathrine, alors que le recyclage du récepteur de la transferrine vers la
membrane plasmique n’est pas perturbé. La formation des SLMVs (synaptic like
microvesicles) dans les neurones est aussi inhibée par la réduction du taux de cholestérol L
Le mécanisme semble impliquer les interactions spécifiques des protéines avec le cholestérol
dans la formation des invaginations.

Concernant I’endocytose fluide, les études paraissent discordantes. En effet, en 1976,
une étude menée sur les cellules L a montré que I’endocytose du HRP était inhibée en cas
d’inhibition de la biosynthese du cholestérol (Heineger et al, 1976). Des études menées plus
récemment montrent au contraire ggue I’endocytose de la ricine est peu perturbée par la
réduction cellulaire en cholestérol °"*. Ces différences sont peut-€tre li€es au type cellulaire.

L’endocytose de la ricine n’est pas perturbée par la réduction du niveau cellulaire en
cholestérol. Par contre, son transfert des endosomes vers le Golgi parait étre régulé de fagon
stricte par le cholestérol % En effet, une réduction du cholestérol par la méthyl-g
cyclodextrine ou un taux de cholestérol trés élevé, obtenu par incubation avec du cholestérol
soluble, inhibe le trafic de la ricine des endosomes vers I’appareil de Golgi. Le recyclage du
CI-MPR des endosomes vers le complexe de Golgi dépend aussi du niveau cellulaire en
cholestérol #*'°2. Une réduction du taux de cholestérol entraine une rétention du CI-MPR dans
les endosomes.

Les cellules communiquent avec leur environnement par des voies de transduction du
signal, via les récepteurs de surface. La transduction du signal se passe dans les micro-
domaines spécialisés de la membrane plasmique : les radeaux lipidiques et les caveolae. Ces
micro-domaines constituent une plate-forme pour I’assemblage des complexes des protéines
et des lipides, impliqués dans la transduction du signal **. L’assemblage de ces complexes
est régulé par le taux de cholestérol libre.

Beaucoup de virus, de bactéries (ou de toxines bactériennes) et autres parasites
profitent de la signalisation dans les radeaux lipidiques pour entrer dans I’organisme et ainsi
échapper a la destruction dans les lysosomes. Ceci est vrai pour le virus de I’influenza et le
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virus de I’immunodéficience humaine (HIV). L’internalisation de la toxine du choléra,
I’internalisation de la toxine de /’helicobacter pylori (responsable de I’ ulcére gastrique) et de
la vacuolisation des cellules de la muqueuse gastrique par cette toxine sont régulées par le
cholestérol. Elles résulteraient de I’endocytose dépendant des caveolae o)

2.4.2.Réle du cholestérol dans la voie de biosynthése

La voie de la biosynthése des hydrolases acides comporte le réticulum endoplasmique,
I’appareil de Golgi, les endosomes et les lysosomes. Selon Ghosh et al. (2003), les vésicules
de sécrétion destinées a la surface cellulaire se formeraient a partir du trans-Golgi alors que
les vé“sicules de transport destinées aux endosomes se formeraient uniquement au niveau du
TGN ™.

Il n’y a pas d’évidence impliquant le cholestérol dans le trafic entre le réticulum
endoplasmique et 1’appareil de Golgi '* et entre le TGN et les endosomes. Par contre,
plusieurs études montrent que le cholestérol joue un rdle dans le trafic intracellulaire entre
I’appareil de Golgi et la membrane plasmique. Dans les cellules polarisées, le trafic des
protéines destinées a la membrane plasmique utilise des voies différentes pour la face
basolatérale et la face apicale '**. Pour les protéines destinées a la face basolatérale, le ciblage
dépend des signaux cytoplasmiques et utilise la voie classique dépendante des GTP-ases Rab
et des protéines SNAREs. Par contre, le transport de nombreuses protéines destinées a la face
apicale dépend d’un mécanisme impliquant les radeaux lipidiques. Beaucoup de protéines
transmembranaires destinées a la face apicale présentent une modification GPI responsable de
leur ciblage et de leur ancrage dans la membrane plasmique. Ces protéines s’associent avec
les radeaux lipidiques au niveau de I’appareil de Golgi. L’hémagglutinine A du virus de
I’influenza est une de ces protéines transmembranaires. Des études ont montré que la
réduction du taux de cholestérol (par la lovastatine et la méthyl-f3 cyclodextrine) entraine un
déviation (missorting) de 1’hémagglutinine A vers la face basolatérale '®. La protéine virale
GP 80, sécrétée a la face apicale, subit elle aussi une déviation vers la face basolatérale. Par
contre, le trafic des protéines normalement sécrétées a la face basolatérale n’est pas perturbé
par la réduction du taux de cholestérol. La déviation des protéines destinées a la face apicale
résulterait d’une dissociation de ces protéines avec les radeaux lipidiques.

Dans les cellules endocrines, la réduction du taux de cholestérol interfére avec la
formation des granules de sécrétion régulée et des granules de sécrétion constitutive '*°.
L’inhibition de la formation des granules immatures se situe au niveau du TGN et devient
réversible si on augmente le niveau cellulaire en cholestérol. Le mécanisme d’inhibition
semble €tre 1i€ aux radeaux lipidiques.

2.5.0bjectif du travail

Beaucoup de points restent obscurs concernant la biosynthese, le transport et la
maturation des enzymes lysosomales. S’il est bien établi que le transport des hydrolases
acides jusqu’aux endosomes fait intervenir les récepteurs du mannose-6 phosphate, les
facteurs impliqués dans le transfert de ces hydrolases vers les lysosomes ne sont bien pas
connus. Par ailleurs, certains auteurs rapportent des interactions entre les hydrolases acides et
les lipides durant leur transport et ce déja a partir du réticulum endoplasmique. Ces
observations suggerent que 1’adressage des enzymes lysosomales nécessite en plus des
interactions protéines-lipides. Des études menées ces derniéres années ont souligné
I’importance du cholestérol dans le trafic vésiculaire mais aucune d’entre elles n’a réussi a
démontrer un réle du cholestérol sur le trafic intracellulaire entre le réticulum endoplasmique
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et I’appareil de Golgi ou entre le TGN et les endosomes. C’est pourquoi, nous avons entrepris
d’examiner le role du cholestérol dans la biosynthese et le transport d’une enzyme
lysosomale. Comme modé¢le, nous avons choisi d’étudier la biosynthése de la cathepsine D
dans les cellules HepG2 soumises a différents traitements, visant a réduire le niveau
intracellulaire de cholestérol. Nous avons choisi la cathepsine D car il est facile de suivre son
trafic. En effet, son transport vers les lysosomes s’accompagne de la maturation protéolytique
du précurseur pour donner successivement les formes intermédiaire et mature dont les poids
moléculaires apparents sont bien distincts.
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I1. Matériel et Méthodes

1.Cultures cellulaires

Nous avons réalisé nos expériences sur des cellules HepG2 (human hepatoma cell)
provenant de I’ATCC (American type culture collection). Ces cellules sont cultivées dans des
boites de culture de 75 cm’ dans du milieu DMEM (Dulbecco s Modified Eagle’s medium)
contenant 10 % de sérum de veau feetal et des antibiotiques (pénicilline 100 U/ml et
streptomycine 10 pug/ml). C’est ce milieu que nous appelerons par la suite « milieu complet ».

Tous les trois jours, les cellules sont “ repiquées ”. Autrement dit, elles sont lavées
avec du tampon HBSS (Hank’s balanced salt solution) puis avec de la trypsine. Ensuite, elles
sont incubées dans 1 ml de trypsine, jusqu’a ce qu’elle se détachent de la boite de culture.
L’opération est arrétée par addition de 10 ml de milieu complet. Finalement, elles sont
réparties dans de nouvelles boites pour la perpétuation de la culture cellulaire ou dans des
boites de Pétri pour les expériences. Les cellules sont maintenues en culture dans un
incubateur a 37°C et ou I’air contient 5% de CO,

2.Dosage de la LDH

2.1.But de la manipulation

Nous avons dosé la LDH dans le but de tester I’intégrité de 1a membrane plasmique
des cellules apres différents traitements visant a réduire le niveau cellulaire en cholestérol. Le
test utilisé se base sur la réaction du pyruvate en lactate, catalysée par la LDH en présence de
nicotinamide adenine dinucléotide (NADH).

2.2.Matériel

-Spectrophotometre
-Mixture pour le dosage :

0,1 ml de Tris 0,5 M pH 7,4
0,1 ml de Pyruvate 10 mM

2.3.Méthode

Le dosage de la LDH a été réalisé sur les milieux de culture, recueillis apres les 30
minutes de traitement avec la MBCD et les 4 heures de chasse, ainsi que sur les homogénats
cellulaires. Avant le dosage, les milieux de culture ont été soumis a une centrifugation de 5
min a 1000 RPM. 0,1 ml d’échantillon est ajouté a 0,8 ml de mixture contenant du pyruvate
10 mM et du tampon Tris-HC1 0.5 M pH 7.4. 0.1 ml de NADH 10 mM est ajouté en dernier
lieu. La disparition du NADH, qui accompagne cette réaction d’oxydo-réduction, est suivie
pendant 1 min, a I’aide d’un spectrophotomeétre (A 340 nm) s




3.Fractionnement cellulaire par centrifugation différentielle

3.1. But de la manipulation

L’homogénéisation des cellules permet I’obtention d’organites sub-cellulaires intacts
(mitochondries, peroxysomes, lysosomes) ou rompus sous forme de vésicules (réticulum
endoplasmique, Golgi, membrane plasmique). Le fractionnement par centrifugation
différentielle de I’homogénat permet de séparer les organites sub-cellulaires en fonction de
leur taille et de leur densité '°°. Un fractionnement complet donne les fractions E, N, M, L, S.

Fraction E : surnageant post-nucléaire, obtenu apres s€dimentation des noyaux

Fraction N : fraction nucléaire qui contient des noyaux, des débris membranaires, des cellules
enticres et du réticulum endoplasmique

Fraction M : fraction mitochondriale lourde, enrichie en mitochondries. Elle contient aussi des
lysosomes et des peroxysomes

Fraction L : fraction mitochondriale légeére qui contient les mémes particules que la fraction
M, mais avec un enrichissement différent (moins de mitochondries et plus de lysosomes).

Fraction P : fraction microsomale qui contient des endosomes, des vésicules dérivant du
réticulum endoplasmique, du Golgi et de la membrane plasmique.

Dans nos expériences, nous avons souvent centrifugé les surnageants post-nucléaires pendant
15 minutes a 50.000 RPM (Beckman Optima TLX) de fagon a obtenir la fraction MLP.

3.2.Materiel

- Cellules HepG2 subconfluentes

- Homogénéiseur de Dounce, piston B (“ tight )

- Centrifugeuses (« Internationale » et Beckman Optima TLX)

- Solutions :saccharose isotonique (0.25 M) glacé et du tampon phosphate/NaCl pH 7.4 (PBS)
- Préparation d’une solution stock de PBS 10% :

NaCl 1.5 M
Na,HPO4(2H,0) 100mM
NaH,PO, 89 mM

3.3. Méthode

Pour éviter la dégradation enzymatique, les échantillons sont maintenus sur la glace
durant toute la durée du fractionnement. Pour éliminer le sérum, les cellules sont lavées trois
fois avec du PBS glacé, puis 2 fois avec du saccharose glacé pour éliminer les sels. Ensuite,
les cellules sont suspendues dans du saccharose glacé et détachées des Pétris en utilisant un
grattoir. L opération est répétée deux fois pour récupérer le maximum de cellules. Les cellules
sont récoltées dans un Dounce et homogénéisées par 5 passages de bas en haut d’un piston
“tight 7. Aprés, I’homogénat est centrifugé pendant 5 minutes a 1000 RPM dans la
centrifugeuse “ Internationale > pour sédimenter les noyaux. Le surnageant post-nucléaire E
est ensuite centrifugé pendant 15 minutes a 50000 RPM dans I'ultracentrifugeuse TLX, afin
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d’obtenir un culot correspondant a la fraction MLP et un surnageant correspondant a la
fraction S.

4.Dosage du cholestérol et des protéines

4.1.But de la manipulation

Déterminer le taux de cholestérol dans les cellules apres des traitements réduisant le
cholestérol. Deux kits ont été utilisés : Sigma cholestérol Diagnostics® et Amplex® red
cholesterol assay kit (Molecular Probes). Le deuxi¢me est plus sensible puisqu’il repose sur
une méthode fluorimétrique '”. La quantité de cholestérol a été rapportée a la quantité de
protéines dans la fraction MLP.

4.2.Dosage du cholestérol

Les deux kits utilisés se basent sur 3 réactions en chaine.

4.2.1. Méthode colorimétrique (Sigma cholesterol diagnostics®)

Principe :

. holestérol , .

cholestérol + H,O e & cholestérol + acide gras
estérase

; cholestérol .

cholestérol + Q, = cholest-4-¢ne-3-one + H, 0O,
oxydase

H, O, +amino-4-antipyrine + p-hydroxybenzenesulfonate HRP quinonéimine + 4H,O

La quinonéimine colorée présente une absorbance maximale a une longueur d’onde 500 nm.
L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol total
dans I’échantillon.

Méthode :

10 pl d’échantillon sont ajoutés dans des cuvettes réduites contenant 1 ml de mixture.
L’absorbance est lue aprés 5 minutes d’incubation dans un bain-marie a 37°C. Cette méthode
est peu sensible et n’a pu s’appliquer que sur des fractions MLP.
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Il se base sur les mémes réactions enzymatiques sauf que le chromogéne amino-4-antipyrine
est remplacé par le réactif Amplex® red, 10-acétyl-3,7-déhydroxyphenoxazine. Le produit
formé est la résorufine qui émet de la fluorescence a une A de 590 nm, apres excitation a une
A de 560 nm. Cette méthode est plus sensible que la précédente 197 et permet de doser le
cholestérol méme dans les homogénats.

Matériel

Le kit contient du Réactif Amplex® Red, de la peroxydase de raifort, de la cholestérol
oxidase, de la cholestérol estérase et un tampon phosphate concentré 5x. Celui-ci contient du
phosphate de potassium 0.5 M, pH 7.4 ; du NaCl 0.25 M; de I’acide cholique 25 mM et du
Triton® X-100 0.5%

- Bain-marie 237°C a I’abri de la lumiere

- Fluorimetre

- Préparation d’une mixture pour le dosage

1,864 ml de tampon Ix
15ul d’Amplex Red

10 ul de HRP
10p1 de cholestérol oxydase

l1ul de cholestérol estérase

Méthode

La mixture préparée est gardée a température ambiante, a 1’abri de la lumiere. Une droite
d’étalonnage est réalisée en utilisant des concentrations connues de cholestérol standard. Pour
le dosage proprement-dit, 10 pl d’échantillon sont mélangés a 190 pl de mixture. Apres 30
minutes a 37°C, les cuvettes sont transférées sur de la glace pour arréter la réaction. Le milieu
de réaction est dilué dans du tampon phosphate avant de lire la fluorescence (AExc. : 550nm,
AEm. : 590 nm).

4.3.Dosage des protéines.

Matériel
Kit Dc protein assay de Biorad
Echantillons de BSA de concentration connue.

Meéthode

La méthode de dosage utilisée est une version améliorée de la méthode de Lowry. 20 pl
d’échantillons sont mélangés au vortex avec 100 pl d’une solution alcaline, contenant du
sulfate de cuivre. Ensuite, 800 pl du réactif de Folin sont ajoutés pendant que le tube est agité
vigoureusement a 1’aide du vortex. La réaction du réactif de Folin avec les acides aminés
aromatiques (tyrosine, tryptophane) s’accompagne d’une apparition progressive d’une
coloration bleue. L’absorbance est lue a une A de 750 nm aprés 15 minutes d’incubation a

température ambiante.
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S5.Marquage métabolique des cellules HepG2

S.1. But de la manipulation

Le marquage métabolique des cellules HepG2 a été réalisé avec de la méthionine
marquée au >°S. Cette technique suivie d’une immunoprécipitation avec 1’anticorps anti-
cathepsine D nous a permis de suivre le sort de cette enzyme au cours et apres sa biosynthése.

5.2 Matériel

- Cellules HepG2 subconfluentes

- Milieu DMEM déficient en sérum et en méthionine

- Tran *S label (ICN)

- Tampon HBSS

- DMEM contenant 10 % du sérum de veau feetal délipidé et des antibiotiques
- Tampon de lyse contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases.

Tampon de lyse :
PBS pH 7,4

Triton X-100 2 %
PMSF 2,8 mM
EDTA 2,6 mM
Leupeptine 5.6 uM

Aprotinine 2.8 uM
Pepstatine 1 puM
Iodoacétamide (IAA) 14 mM

5.3. Méthode

Apres 3 lavages avec du tampon HB‘SS, les cellules HepG, incubées pendant 30
minutes dans un milieu déficient en méthionine et en sérum (milieu de jedne). Ensuite, elles
ont été marquées pendant une heure dans du milieu de jeine additionné de Tran*’S label.
Apres le « pulse », les cellules ont été lavées 3 fois avec du tampon HBSS puis incubées
pendant 3 heures dans 5 ml de milieu contenant du sérum délipidé.

A I’issue des 3 heures de chasse, les milieux ont été récoltés et gardés sur la glace. Les
cellules ont été lavées, homogénéisées et centrifugées, comme décrit dans le fractionnement
cellulaire. La fraction MLP ainsi obtenue a été solubilisée dans le tampon de lyse contenant
des inhibiteurs de protéases, en vortexant vigoureusement et en pipetant plusieurs fois.
Parallelement a la lyse de la fraction MLP, 200 pl de Triton X-100 20 % et a des inhibiteurs

de protéases ont été ajoutés a 1.8 ml de milieu de culture.




6.Immunoprécipitation de la cathepsine D

6.1.But de la manipulation

Nous avons utilis€ un anticorps polyclonal de lapin qui reconnait les trois formes de la
cathepsine D humaine. L’ immunoprécipitation avec cet anticorps, suivie d’'une électrophorése
sur gel d’acrylamide 10 %, permet de visualiser la cathepsine D parmi les autres protéines
synthétisées pendant la période de “ pulse ™.

6.2. Matériel

- protéine A-sépharose CL-4B (Amersham-Biosciences)
- anticorps anti-cathepsine D humaine (DAKO CYTOMATON)
- tampon RIPA

Tampon RIPA :
PBSpH 74

SDS 0.1 %
DOC (déoxycholate de sodium) 1 %
Triton X-100 1%

- tampon de solubilisation 2x

tampon de solubilisation 2x :
Tris/HC1 0.1 M pH 6.8
Glycérol 10 %

EDTA S mM

Bleu de bromophénol 75 pg/ml
SDS 33 %

DTT 42 mM
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- préparation d’un gel SDS/PAGE 10% :

running gel stacking gel
Acrylamide/Bis-Acrylamide 10 % Acrylamide/Bis-Acrylamide 5 %
Tris-HC1 400 mM pH 8.8 Tris-HCl 70 mM pH 6.8
TEMED (tétraméthylénediamine) 0.1 % |[TEMED 0.1 %

SDS 0.1 % SDS 0.1 %

APS (persulfate d’ammonium) 0.06 % APS 0.06 %

- Des étalons de poids moléculaire marqués au '“C(Amersham-Biosciences):

Myosine: 200 kDa
Phosphorylase B: 97.4 kDa

BSA: 66 kDa
Ovalbumine: 46 kDa

Anhydrase carbonique: 30 kDa
Lysozyme : 14.3 kDa

6.3.Méthode

Les échantillons issus du marquage métabolique sont décongelés, vortéxés et
centrifugés pendant 10 minutes a2 50.000 RPM pour éliminer les débris. Les surnageants sont
mélangés pendant une heure avec 40 ul de protéine A-sépharose a 4°C. Cette étape permet
d’éliminer les protéines liées de fagon non spécifique a la protéine A-sépharose. Apres
sédimentation des billes par centrifugation a 13.000 RPM pendant une minute, les surnageants
sont incubés avec 2 pl d’anticorps anti-cathepsine D pendant 3 heures. Ensuite, 50 pl de
protéine A-sépharose sont ajoutés et mélangés sous agitation constante pendant 1h 30
minutes. Au cours de cette période, la protéine A-sépharose se lie sur les extrémités Fc des
anticorps. Les complexes anticorps-antigene-protéine A-sépharose sont plus lourds et
sédimentent apres une centrifugation pendant une minute a 13000 RPM.

Les billes sont ensuite lavées 5 fois avec du tampon RIPA glacé, pour éliminer les
contaminations. Entre chaque lavage, les tubes sont centrifugés pendant une minute a 13.000
RPM. Le 6° lavage est effectué dans du tampon RIPA dilué dix fois, pour éliminer les sels.
Apres décantation complete, 30 pl de tampon de solubilisation concentré 2x sont ajoutés aux
culots et les tubes sont chauffés pendant 5 minutes a 95 °C, pour permettre la dissociation des
complexes anticorps-antigenes-protéine A sépharose. Les billes de protéine A-sépharose sont
sédimentées par centrifugation a 13.000 RPM et les surnageants contenant les antigenes et les
anticorps, sont déposés sur un gel de polyacrylamide 10 % contenant du SDS. Le SDS est un
détergent ionique. Il enveloppe toutes les protéines d’une charge négative. Ainsi, les protéines
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chargées négativement migrent sur le gel, uniquement en fonction de leur taille. La migration
électrophorétique dure une nuit a 5 mA et permet de séparer les trois formes de cathepsine D.

Apres la migration, le gel est fixé pendant 30 minutes dans un mélange de méthanol
(45 %) et d’acide acétique (10 %), puis séché pendant 1 heure a 80°C (Biorad). Ensuite, le gel
est exposé sur un écran sensible aux rayonnements B émis par le *°S. Aprés 4 jours

4

d’exposition, la révélation est réalisée avec le systeme “ phosphorimager ” (Canberra-

Packard).

7. Centrifugation en gradient de percoll

7.1. But de la manipulation

La centrifugation dans un gradient de Percoll autoformé permet la séparation des
lysosomes en deux populations, les lysosomes “légers” et les lysosomes “denses” 2% La
solution de Percoll contient des grains de silice. Lorsqu’elle est soumise a une force
centrifuge, les grains de silice sédimentent pour former un gradient autoformé. Dans un
gradient de Percoll, les organites sub-cellulaires sédimentent en fonction de leur densité.

7.2 Matériel

- Cellules HepG2

- Saccharose isotonique glacé

- Percoll (Sigma-Aldrich)

- Ultracentrifugeuse Centrifugeuse Beckman L8-65
- préparation de la solution de Percoll

2 ml de Percoll

0.11 ml de tampon Imidazole 3 mM pH 7.4
0.94 g de sucre

H,0 jusqu’a 11 ml

7.3. Méthode

Nous avons effectué le fractionnement de 1’homogénat de cellules HepG2 apres
marquage métabolique, jusqu’a 1’obtention de la fraction MLP. Celle-ci a été resuspendue
dans 600ul de saccharose isotonique et déposée délicatement sur 4.6 ml de solution de
Percoll. Apres 1 h de centrifugation a 25.000 RPM dans un rotor SW 65 (Beckman), le
gradient a été découpé en 7 fractions de 6.2 mm de hauteur. Ensuite le poids, la densité, et la
hauteur de chaque coupe ont été mesurés. Ces parametres permettent de déterminer la dilution
de chaque fraction. 50 ul de chaque fraction ont été utilisés pour le dosage de I’activité
-galactosidase, le reste a été mélangé dans un tampon de lyse, contenant des inhibiteurs de

protéases pour I’immunoprécipitation de LAMP-1

22




8. Dosage de la B- galactosidase.

8.1.But de la manipulation

La B-galactosidase est fréquemment utilisée pour déterminer la localisation des
lysosomes dans les différentes fractions du gradient.

8.2. Matériel

- Substrat :Méthylumbellyféryl-B-galactoside (Sigma) 40 mM dans du DMSO

mixture :

2.5 pl substrat

25 ul de NaCl 0.4 M

50 ul de tampon acétate 200 mM pH 5
5 wul de Triton 2 %

97.5 wl H,O

- Fixateur : Tampon glycine/ EDTA 5mM + Triton 0.05 % pH 10.5

8.3 Méthode

Nous avons incubé 180 ul de mixture avec 20 ul d’échantillon pendant 1 heure dans
un bain-marie a 37°C. La B-galactosidase réagit avec la méthylumbelliféryl-p-galactoside
pour produire la méthylumbélliférone. La réaction est arrétée avec 1 ml de fixateur. Celui-ci a
un pH élevé (10.5), ce qui permet d’inhiber I’activité enzymatique. Ensuite, la fluorescence
émise a une A de 450nm par la méthylumbélliférone, apres excitation a une A de 365 nm, est

lue a I’aide d’un fluorimeétre (Aminco)

9. Immunoprécipitation de LAMP-1

9.1.But de la manipulation

LAMP-1 est une glycoprotéine membranaire retrouvée dans les endosomes et dans les
lysosomes. Nous avons fait I’immunoprécipitation de Lamp-1 pour tester si le trafic des
protéines membranaires des lysosomes n’est pas perturbé par une réduction en cholestérol
intracellulaire.

9.2.Méthode

Pour cela, nous avons immunoprécipité Lamp-I & partir des 7 fractions du gradient de
Percoll autoformé, décrit ci-dessus, suivant le méme protocole que nous avons suivi pour
I’ immunoprécipitation de la cathepsine D (voir plus haut). L anticorps anti-LAMP-1 que nous
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avons utilisé est un anticorps monoclonal de souris (H4A3) (Developmental Studies
Hybridoma Bank, lowa). L’incubation des échantillons avec I’anticorps a duré toute la nuit.
Ensuite, comme cet anticorps présente peu d’affinité pour la protéine A, nous avons utilisé de
la protéine G couplée a I’agarose pour sédimenter les complexes anticorps-antigéne. Apres les
lavages, ceux-ci ont été déposés sur un gel d’acrylamide 8 %.
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II1.Résultats et discussion

1. Introduction

Trois stratégies sont communément employées pour réduire le taux de cholestérol dans
les cellules: I’extraction du cholestérol de 1a membrane plasmique avec des B-cyclodextrines,
I’inhibition de la biosynthése du cholestérol par les statines (lovastatine, pravastatine,
atorvastatine, simvastatine,...) des inhibiteurs compétitifs la 3-OH-méthyl-glutaryl-
coenzyme-A réductase, 1’enzyme-clé dans la régulation de la biosynthése du cholestérol, et
I’inhibition de I’endocytose du cholestérol en incubant les cellules en présence de sérum
délipidé. Le sérum délipidé est obtenu aprés passage du sérum de veau feetal sur du charbon
activé, ce qui enléve un grand nombre de molécules organiques, dont le cholestérol.

Nous avons essayé les trois stratégies avec différentes combinaisons afin d’étudier le
rle du cholestérol sur la biosynthése, le transport et la maturation de la cathepsine D. Pour
cela, nous avons utilisé la technique de marquage métabolique suivie d’une immuno-
précipitation de la cathepsine D et d’une autoradiographie. Les conditions de marquage
étaient les suivantes: 30 minutes de jeline, pour réduire les stocks endogénes de méthionine, 1
heure de “pulse” pendant laquelle la méthionine radioactive est incorporée dans toutes les
protéines en cours de synthése et 3 heures de chasse pour permettre a cette vague de protéines
marquées de progresser dans la voie biosynthétique. Dans ces conditions de marquage, une
quantité suffisante de cathepsine D néo-synthétisée a le temps d’atteindre les lysosomes et

donc de subir les différentes étapes de maturation 2

Avant d’étudier le role du cholestérol sur la biosynthese et le trafic intracellulaire de la
cathepsine D, nous avons effectué un certain nombre de contréles. Primo, nous avons
examiné 1’intégrité de la membrane plasmique en mesurant 1’activité de la lactate
déshydrogénase (LDH) dans le milieu de culture. Secundo, nous avons testé I’efficacité de ces
traitements en mesurant le taux de cholestérol dans les cellules.

2.Etude de la perméabilité membranaire

Le traitement des érythrocytes avec de la B-cyclodextrine provoque non seulement une
importante déplétion en cholestérol mais aussi une extraction significative des protéines ',
Nous avons d’abord testé 1a perméabilité de la membrane plasmique dans les conditions de
marquage métabolique, en dosant I’activité de LDH dans les milieux de culture. LDH est une
enzyme cytosolique de 140 kD. Elle catalyse la transformation réversible du pyruvate en
lactate en présence du nicotinamide adénine dinucleotide (NADH) comme cofacteur.

2.1.1.Libération de LDH aprés traitement avec la méthyl-f cyclodextrine seule

Le traitement le plus simple que nous avons utilisé consistait a incuber des cellules
pendant 30 minutes avec de la méthyl8 cyclodextrine (MBCD). Etant donné que nos
conditions de marquage métabolique étaient de 30 minutes de jeline, | h de « pulse » et 3 h
de chasse, nous avons ajouté la MBCD a différentes concentrations (jusqu’a 10 mM) pendant
les 30 minutes de jeline. Ensuite, nous les avons lavées avec du tampon salin et nous les avons
incubées pendant 4 h dans du milieu contenant du sérum délipidé. Apres les 30 min de
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% LDH libérée | % DPP III libérée
FCS 6,9+ 2.1 54
FCS/MBCD 3.8 mM 21.7+£7.7 214
SD 76+29 6.7
SD/Lov/Mév/ MBCD 3.8 mM 10.7+4.3 9.1 )
FCS/Lov/Mév/ MBCD 3.8 mM 18.0+3.8 25.8

culture apres les différents traitements. Les valeurs présentées dans ce tableau correspondent
aux % cumulés des activités enzymatiques mesurées dans les milieux de culture aprés 30 min

de traitement et apres les 4 h d’incubation dans le milieu contenant du sérum délipidé. (n=3
pour la LDH, n=1 pour la DPP III).

Tableau I. Libération de la LDH et de la dipeptidyl peptidase 11l (DPP III) dans le milieu de
I




traitement avec la MBCD et aprés les 4 h d’incubation, avec le sérum délipidé, nous avons
récolté les milieux de culture, afin de mesurer 1’activité LDH libérée. Les cellules étaient
homogénéisées a I’issue des 4 h d’incubation pour déterminer I’activité LDH encore associée
aux cellules. Les résultats présentés a la figure 6 représentent I’activité de la LDH libérée,
exprimée en pourcentage de I’activité totale de LDH par Pétri.

Comparativement aux cellules controles, nous n’observons pas de libération accrue de
LDH dans le milieu, directement aprées les 30 minutes de traitement avec la MBCD, quelle que
soit la concentration utilisée (Fig.6). Par contre aprés la période de 4 h, I’activité de LDH
libérée augmente en fonction de la concentration en MBCD. A une concentration de 2.5 mM,
I’intégrité de la membrane plasmique semble préservée, méme apres les 4 h de chasse. Par
contre, avec la MBCD 3.8 et 5 mM, I’activité LDH libérée atteint respectivement 18.1 et 41 %
de I’activité totale, alors que dans les cellules contréles, cette valeur est de 4.2 %.

Cette augmentation de la perméabilité membranaire, observée avec la méthyl-f
cyclodextrine 5 mM, ne semble pas s’accompagner d’un détachement de cellules puisque
I’activité totale de la LDH est similaire a celle observée dans les cellules controles. Avec des
concentrations de 7.5 et 10 mM, I’activité totale de LDH diminue mais pas de fagon
importante (de I’ordre de 15%).

On sait que le cholestérol joue un role dans la perméabilité membranaire. Donc, nous
nous attendions a une libération d’une certaine quantité de protéines cytosoliques apres
extraction du cholestérol de la membrane plasmique avec la méthyl-B cyclodextrine.
Cependant, les % d’activité LDH obtenus dans les milieux de culture apres traitement a la
MBCD sont surprenants par rapport aux travaux publiés dans la littérature. Souvent, les
auteurs utilisent des concentrations plus élevées et des temps d’incubation plus longs, sans
observer de perte de I’intégrité de la membrane plasmique '*''°. 4 priori, on pourrait penser
que la LDH n’est pas un bon marqueur de la perméabilit¢ membranaire, mais nous avons
obtenu des résultats similaires avec la dipeptidyl amino peptidase 111 (DPP III), une enzyme
cytosolique de 82.5 kDa (Tableau I). On pourrait aussi imaginer que certaines cellules sont
plus sensibles que d’autres au traitement MPBCD. Cependant, des études réalisées
précédemment dans notre laboratoire, ont montré que les cellules HepG2 résistaient a une
concentration de MBCD de 5 mM pendant 2 heures ' Comment expliquer cette différence ?
L’état de confluence des cellules ainsi que le délai entre leur mise en culture et leur utilisation
semblent des facteurs importants. Cependant, par rapport aux expériences précédentes, nous
avons di utilisé a peu prés les mémes conditions. A ce jour, I’explication qui nous semble la
plus probable, c’est la durée de la période d’incubation entre le traitement avec la méthyl-p
cyclodextrine et la récolte des cellules. Dans nos expériences, les cellules ont été traitées
pendant 30 minutes avec la MBCD mais elles n’ont été récoltées que 4 h aprés pour,
rappelons-le, reproduire les conditions de nos futurs marquages métaboliques. Dans les
expériences citées ci-dessus, les cellules étaient récoltées directement apres les 2 h de
traitement. Pour vérifier cette hypothése, il faudrait réaliser des tests de cytotoxicité. Pour la
suite de nos expériences, nous avons utilisé des concentrations de méthyl-f cyclodextrine de
2.5 a5 mM, sachant que la prudence était de mise avec une concentration de 5 mM.

2.1.2. Libération de LDH apreés incubation des cellules dans du milieu contenant du sérum
délipidé

La deuxieéme méthode utilisée pour réduire le taux de cholestérol intracellulaire
consistait a incuber les cellules pendant 48 h dans du milieu contenant du sérum délipidé,
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Fig.7. Libération de la LDH dans les cellules HepG2 incubées 8 heures avec la lovastatine et
le mévalonate

Des cellules HepG2 ont été incubées pendant 48 heures dans du milieu contenant du sérum
complet, de la lovastatine 4 uM et du mévalonate 250 uM (4), ou dans du milieu contenant du
sérum délipidé avec de la lovastatine 10 uM et du mévalonate 500 uM (3). Des cellules ont
ensuite €té traitées 30 minutes avec la méthyl§ cyclodextrine 3.8mM (3-4). Des cellules
incubées 48 heures en présence de sérum complet (1) ou de sérum délipidé (2) servent de
contrdles. La LDH a été mesurée comme indiqué a la Fig.6.




pour empécher I’apport de cholestérol exogene. Dans ces conditions, 1’intégrité de la
membrane plasmique est préservée (Fig.7, n°2). Cependant, la croissance cellulaire est
ralentie comme en témoigne la diminution, de 1’ordre de 20 %, du nombre de cellules. Cela se
traduit par une réduction de I’activité totale de LDH par rapport aux cellules cultivées dans du
milieu contenant du sérum complet. Afin d’obtenir une réduction plus importante du taux de
cholestérol, nous avons bloqué la synthése de novo du cholestérol dans le réticulum
endoplasmique en utilisant de la lovastatine 10 uM et du mévalonate 500 uM. Rappelons que
la lovastatine est un inhibiteur de la HMG-Co A réductase (une enzyme-clé de la biosynthese
du cholestérol). Le mévalonate est un précurseur dans la voie de la biosynthése du cholestérol
mais quand il est utilisé en faibles quantités, il permet la synthése des produits non stéroidiens
a partir du mévalonate. Le couple lovastatine/ mévalonate est souvent utilisé dans la littérature
pour réduire le taux de cholestérol intracellulaire et interférer le moins possible avec la
biosynthese des protéines isoprénylées et farnésylées 10412 "0On sait par exemple que
I’inhibition de I’isoprénylation des petites GTPases Ras et Rho, induite par lovastatine, peut
provoquer I’apoptose S

Nous avons donc cultivé les cellules pendant 2 jours, en présence de lovastatine et de
mévalonate. Ensuite, nous les avons incubées pendant 30 minutes dans un milieu sans sérum
contenant ou pas de la méthyl-f3 cyclodextrine 3.8 mM. La concentration de la MBCD a été
choisie sur base des données de la littérature '°'. Finalement, nous avons incubé les cellules
pendant 4 heures dans un milieu contenant du sérum délipidé.

Dans ces conditions, les cellules ne libérent pas une activité plus importante de LDH
dans le milieu de culture par rapport aux cellules incubées dans du sérum délipidé seul (Fig.7,
n°3). Méme apres la période de 4 h, qui suit le traitement MBCD, nous n’obtenons que 4.6 %
d’activit¢ LDH libérée, valeur similaire aux 4.2 % libérés dans les cellules contréles.
Cependant, I’activité totale de la LDH (milieux + cellules) ne représente que 86.4 % de celle
mesurée dans les cellules cultivées en présence de sérum délipidé seul. Ceci semble indiquer
que des cellules se détachent des Pétris pendant les incubations et/ou pendant les lavages. Ce
serait en accord avec les observations de Keller & Simons (1998) sur les cellules BHK '%.
Ceux-ci expliquent que les cellules BHK se multiplient plus lentement et se détachent plus
rapidement apres le traitement avec MBCD. Pour éviter ce probléme, nous avons essayé une
quatrieme méthode visant a réduire le taux de cholestérol intracellulaire. Elle consiste a
remplacer le sérum délipidé par du sérum complet dans le milieu contenant la lovastatine et le
mévalonate, comme c’est décrit dans la littérature '*''2.

2.1.3. Libération de LDH apreés incubation des cellules dans du milieu contenant du sérum
complet avec la lovastatine et du mévalonate

Les cellules HepG2 ont donc ét€ cultivées pendant 48 h dans du milieu contenant
sérum complet, de la lovastatine 4 uM et du mévalonate 250 puM, puis soumises a un
traitement de 30 minutes en présence de MBCD 3.8mM. Ensuite, elles ont été incubées
pendant 4 h dans du milieu contenant du sérum délipidé avec de la lovastatine 4 uM, de fagon
a bloquer la biosynthese et I’apport de cholestérol exogene. Juste apres le traitement avec la
MBCD 3.8mM, I’activité de la LDH récupérée dans le milieu est faible (Fig.7, n°4). Par
contre, 4 h apres le traitement, nous observons une légere augmentation du % de LDH dans le
milieu par rapport aux cellules contrdles. Il est de 4.2 et de 14.5 %, respectivement pour les
cellules contrdles et les cellules traitées. Cependant, nous nous demandons quelle signification
nous pouvons attribuer a ces résultats parce qu’une expérience réalisée trés récemment dans
notre laboratoire vient de montrer que des cellules traitées avec la lovastatine, le mévalonate
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Fig.8.a. % de cholestérol et de protéines dans les cellules HepG2 aprés 30 minutes de

traitement avec la méthyl-f cyclodextrine.

Des cellules HepG2, en culture pendant 48 heures dans du milieu contenant du sérum
complet, ont été traitées pendant 30 minutes avec de la méthyl-f cyclodextrine a différentes
concentrations, puis incubées pendant 4 heures dans du milieu additionné de sérum délipidé.
A I’issue de ces 4 heures, le taux de cholestérol et la quantité de protéines ont été mesurés sur
les surnageants post-nucléaires. Les résultats sont exprimés en % des valeurs obtenues avec
les cellules controles.
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Fig.8.b.Rapport cholestérol/protéines dans les cellules Hep(G2 apreés 30 minutes de traitement
avec la méthyl-B cyclodextrine.

Pour chaque traitement décrit dans la figure 8a, le taux de cholestérol a été rapporté a la
quantité de protéines dans les fractions MLP. Les résultats sont exprimés en % de la valeur
obtenue avec les cellules contréles.
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Fig.9.a. Pourcentage de cholestérol et des protéines dans les cellules HepG2 cultivées pendant
48 heures en présence de sérum délipidé

Des cellules HepG2, cultivées dans du milieu contenant du sérum délipidé, avec (3-4) ou sans
(2) lovastatine 10 uM et mévalonate 500 uM, ont été traitées pendant 30 minutes avec de la
méthyl-f§ cyclodextrine 3.8mM (4). Ensuite, toutes les cellules ont été incubées pendant 4
heures dans un milieu contenant du sérum délipidé. A I’issue de ces 4 heures, le taux de
cholestérol et la quantité de protéines ont été mesurés sur les surnageants post-nucléaires. Les
résultats sont exprimés en % des valeurs obtenues avec des cellules incubées pendant 48
heures en présence de sérum complet (1) (moyenne + SEM, nz6, sauf pour n°3 ol n=2).
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Fig.9.b. Rapport cholestérol/Protéines dans les cellules HepG2 incubées en présence de sérum
délipidé

Pour chaque traitement décrit dans la fig.9a, le taux de cholestérol a été rapporté a la quantité
de protéines dans les fractions MLP. Les résultats sont exprimés en % de la valeur obtenue

avec les cellules incubées pendant 48 heures en présence de sérum complet (moyenne + SEM,
n3).




et la MBCD libérait une importante activit¢ de LDH dans le milieu de culture (I. Hamer,
communication personnelle) alors que la quantité totale de protéines dans I’homogénat était
similaire a celle mesurée dans les cellules contrdles. Nous n’expliquons pas cette
augmentation de la libération de LDH par rapport aux premiéres expériences, ni par rapport
aux résultats publiés '**!! IBe.

3.Réduction du taux de cholestérol intracellulaire

Avant de réaliser les marquages métaboliques dans les différentes conditions utilisées
pour le dosage de la LDH, nous avons testé leur efficacité sur la réduction du taux de
cholestérol. Dans la cellule, le cholestérol se distribue majoritairement au niveau de la
membrane plasmique et de I’appareil de Golgi. Cependant, comme il circule continuellement
entre la membrane plasmique et le réticulum endoblastique (ou il est synthétisé), il y a
toujours une quantité substantielle de cholestérol dans les membranes intracellulaires ''°.
Dans un premier temps, nous avons utilis€ une méthode de dosage colorimétrique. Cette
technique s’est révélée €tre insuffisamment sensible pour détecter le cholestérol dans les
homogénats cellulaires. Nous avons donc dosé le cholestérol sur une fraction membranaire
dépourvue de noyaux (Fraction MLP), obtenue par centrifugation différentielle a partir des
homogénats. Cette fraction contient tous les organites subcellulaires impliqués dans le
transport des hydrolases acides, dont nous nous intéressons. Par la suite, nous avons eu
recours a une méthode fluorimétrique qui est plus sensible que la précédente 197 Avec cette
méthode, nous avons pu doser le cholestérol non seulement sur les fractions MLP mais aussi
sur les homogénats. Par contre, méme avec cette technique, nous n’avons pas décelé de
cholestérol ni dans la fraction nucléaire ni dans la fraction soluble (résultats non montrés). De
plus, les diminutions de taux de cholestérol observées apres différents traitements sont
similaires dans la fraction MLP et dans ’homogénat.

3.1. Traitement avec la méthyl-f cyclodextrine seule

Lorsque les cellules sont directement traitées avec la méthyl-f3 cyclodextrine, rincées
puis incubées pendant 4 h avec du milieu contenant du sérum délipidé, le taux de cholestérol
diminue a peine (Fig.8a). Par rapport aux cellules contrdles, nous obtenons 84.3 et 78.6 %
(n=2) de cholestérol avec les cellules traitées avec respectivement MBCD 2.5 et 5 mM.
Cependant, les cellules résistent mal a cette concentration de MBCD. Cela se traduit par une
diminution de I’ordre de 15 % de la quantité de protéines dans la fraction MLP (Fig. 8a). De
ce fait, lorsque nous calculons le rapport cholestérol/protéines, nous n’observons
pratiquement plus de différence par rapport aux cellules contrdles (Fig. 8b).

3.2. Incubation des cellules dans du milieu contenant du sérum délipidé

Lorsque les cellules sont cultivées pendant 2 jours dans un milieu contenant du sérum
délipidé (SD), le taux de cholestérol ne diminue pas de fagon plus importante (Fig.9a, n°2).
Curieusement, lorsque nous ajoutons de la lovastatine 10 uM et du mévalonate 500 uM dans
le milieu de culture contenant du sérum délipidé, nous obtenons environ le méme % de
réduction de cholestérol. Par contre, quand les cellules sont cultivées pendant 48 h dans le
milieu de culture contenant du sérum délipidé, de la lovastatine et du mévalonate, puis traitées
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Fig.10.a. % de cholestérol et de protéines dans les cellules Hep G2 cultivées pendant 48
heures avec de la lovastatine et du mévalonate dans un milieu contenant du sérum complet

Des cellules HepG2 cultivées dans du milieu contenant du sérum complet, de la lovastatine 4
uM et du mévalonate 250 uM (2-3) ont été traitées (3) ou non (2) avec de la méthyl-
B cyclodextrine 3.8 mM. Elles ont ensuite été incubées pendant 4 heures dans du milieu
contenant du sérum délipidé. A I’issue de ces 4 heures, le taux de cholestérol et la quantité des
protéines ont été mesurées sur les surnageants post-nucléaires. Les résultats sont exprimés en
% des valeurs obtenues avec les cellules contrdles (moyenne + SEM, n=3).
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Fig.10.b.Rapport cholestérol/protéines dans les cellules HepG2 cultivées pendant 48 heures

avec de la lovastatine et du mévalonate

Pour chaque traitement décrit dans la fig. 10a, le taux de cholestérol a été rapporté a la
quantité de protéines dans les fractions MLP. Les résultats sont exprimés en % de la valeur
obtenue avec les cellules contréles (moyenne + SEM, n=3).




pendant 30 minutes avec de la MBCD 3.8 mM, la diminution du taux de cholestérol est plus
prononcée (Fig.9a, n°3). Par rapport aux cellules controles, nous obtenons 67.7 % pour le
traitement SD seul (n=5) et 49.2 % pour le traitement SD/Lov/Mév/ MBCD (n=5). Cependant,
dans les deux cas, parallelement a cette diminution du taux de cholestérol, nous observons une
réduction de ~25 % de la quantité de protéines dans la fraction MLP (Fig.9a). Par conséquent,
lorsque nous calculons le rapport cholestérol/ protéines, la réduction du taux de cholestérol
semble plus modeste (Fig.9b). Néanmoins, sans traitement MBCD, nous observons une
réduction de 10 % du taux de cholestérol par rapport aux cellules contrdles, incubées dans du
sérum complet. Ce % correspond exactement aux résultats de Keller et Simons (1999) sur les
cellules BHK. Avec le traitement MBCD, cette réduction atteint 35.7 %, ce qui est
parfaitement raisonnable.

3.3. Incubation des cellules dans du milieu contenant du sérum complet, de la lovastatine
et du mévalonate

Dans les cellules, cultivées pendant 48 heures dans du milieu contenant du sérum
complet, de la lovastatine et du mévalonate, 1’apport de cholestérol exogéne se poursuit.
Seule, I’activité de la HMG-CoA réductase est inhibée. Or, on sait que dans les cellules
cultivées dans du sérum complet, I’activit€ de cette enzyme est maintenue a un niveau faible
par un mécanisme complexe de régulation . Donc, comme on pouvait s’y attendre, en
absence de traitement avec la méthyl-f cyclodextrine, les 48 h de culture en présence de

lovastatine et du mévalonate, ne permettent pas d’atteindre une réduction importante du
cholestérol (Fig.10a, n°2). La quantité de protéines dans la fraction MLP est quant a elle
similaire & celle mesurée dans les cellules contrdles. Toutefois, quand des cellules, cultivées
| dans les mémes conditions, sont traitées avec de la MBCD 3.8 mM, nous observons une

réduction de pres de 50 % du taux de cholestérol (en valeur absolue). De nouveau, comme la
| quantité de protéines est plus faible que dans les cellules contréles, cette diminution est
ramenée a 33 % par rapport aux cellules contrdles.

3.4. Conclusion

Parmi les différentes approches que nous avons suivies pour réduire le taux de
cholestérol intracellulaire (et inspirées de la littérature '**''"''?) le traitement de 30 minutes
avec la méthyl-p cyclodextrine 3.8 mM sur des cellules cultivées depuis 2 jours en présence
de lovastatine/mévalonate semble le plus efficace. Le taux de cholestérol rapporté a la
quantité de protéines diminue d’environ 30 %, que le milieu de culture contienne du sérum
complet ou du sérum délipidé. Par contre, lorsqu’il n’y a pas de pré-incubation avec la
lovastatine et le mévalonate ou lorsque les cellules sont simplement cultivées pendant 2 jours
dans du milieu contenant du sérum délipidé, la réduction du taux de cholestérol (exprimé en
ug de cholestérol/mg de protéines) est trées modeste.

4.Biosynthése, maturation et transport de la cathepsine D

Apres avoir testé I’efficacité des traitements réduisant le cholestérol, nous avons voulu
en €étudier I’impact sur la biosynthese et le transport de la cathepsine D. Quel que soit le
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Fig. 11. Biosynthése et sécrétion de la cathepsine D dansles cellules HepG2 contrdles,

Aprés marquage métabolique (1h pulse+3h chasse), le milieu de culture et les cellules ont été
récoltés séparément. La cathepsine D, a ensuite été immunoprécipitée et détectée par autoradio-
graphie sur gel d'acrylamide 10 %. j R
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Fig. 12. Biosynthese et sécrétion de la cathepsine D dans des cellules HepG2 traitées
avec de la MBCD pendant 30 min.

Des cellules, cultivées dans du milieu contenant du sérum complet, ont été traitées avec de la MBCD
(2.5 ou 5 mM) 30 min avant le marquage métabolique (1h). La cathepsine D a été immunoprécipitée
4 partir des milieux de culture et des fractions MLP 4 l'issue des 4 h de chasse.




traitement appliqué, nous avons incubé les cellules pendant 30 minutes dans un milieu
déficient en méthionine, puis pendant 1 heure dans un milieu contenant de la 33S-méthionine.
Ensuite, nous les avons incubées pendant 3 heures dans du milieu contenant du sérum
délipidé. A I’issue de cette période de chasse, nous avons récolté séparément les milieux de
culture (pour mesurer la sécrétion) et les cellules (pour étudier la maturation et le transport de
la cathepsine D). Dans les premieres expériences, nous avons immunoprécipité la cathepsine
D a partir des lysats cellulaires. Par la suite, nous avons utilisé les fractions MLP, obtenues
par centrifugation différentielle dans du saccharose isotonique, ce qui permet une réduction
notable du bruit de fond.

4.1.Biosynthése et sécrétion de la cathepsine D dans les cellules controles

Dans les cellules contrdles, aprés 1 heure de « pulse » et 3 heures de chasse, nous
retrouvons les trois formes de cathepsine D décrites dans la littérature, a savoir la forme
précurseur de 51-55 kDa, la forme intermédiaire de 47 kDa et 1a forme mature de 31 kDa. La
chaine mature de 14 kDa n’est pas visible sur un gel d’acrylamide 10% (Fig.11). Etant donné
les conditions de marquage, il est normal de ne déceler qu’une petite quantité de précurseur
dans la fraction MLP. En effet, la majorité de la pro-cathepsine D est sécrétée dans le milieu
de culture et une autre partie est clivée pour donner successivement la forme intermédiaire et
la forme mature, visibles uniquement dans les cellules.

4.2.Biosynthése de la cathepsine D dans les cellules traitées avec la méthyl-B cyclo-
dextrine seule

Des cellules, cultivées dans du milieu contenant du sérum complet, ont été traitées
pendant 30 minutes avec de la méthyl-B cyclodextrine (2.5 mM ou 5 mM) juste avant le
marquage métabolique. Au vu des résultats concernant la libération de la LDH, nous ne nous
attendions pas a une synthese protéique tres efficace dans les cellules traitées de la sorte.
Pourtant, I’expérience présentée a la figure 12, montre que I’incorporation de 35S méthionine
dans la cathepsine D s’est produite aussi efficacement dans les cellules traitées avec la MBCD
(Fig. 12, lignes 2) que dans les cellules contrdles utilisées en parallele (Fig. 12, lignes 1). Cela
ne veut pas dire pour autant que la synthése protéique, en général, est normale. Pour cela, il
faudrait comparer la cinétique d’incorporation de la 3>S méthionine au cours du temps.
Néanmoins, cela semble en contradiction avec I’importante activit¢ LDH mesurée dans le
milieu.

Par ailleurs, malgré le faible % de réduction de cholestérol mesurée dans ces
conditions, nous constatons une augmentation de la quantité de précurseur dans le milieu de
culture, avec une concentration de MBCD de 2.5 mM (Fig. 12, ligne 2, a gauche). Nous ne
savons pas si cette augmentation est reproductible parce qu’il s’agit d’une expérience unique
mais en tout cas, elle ne semble pas €tre directement proportionnelle & la concentration de
méthyl-f cyclodextrine puisque a 5 mM, la quantité de cathepsine D sécrétée est la méme que

dans les cellules contréles (Fig. 12, ligne 3).

Dans la fraction MLP, I’incubation des cellules avec MBCD 5 mM provoque la
disparition de la forme mature ainsi qu’une accumulation de la forme précurseur (Fig. 12,
ligne 3, a droite). Le traitement avec la MBCD 2.5 mM ne semble pas affecter la maturation
de la cathepsine D (Fig. 12, ligne 2). Toutefois, comme la quantité¢ de forme précurseur
sécrétée est plus élevée comparativement a la quantité totale de cathepsine D (milieu +
fraction MLP), la maturation semble quand méme moins efficace dans les cellules traitées que
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Fig. 13. Biosynthése et sécrétion de 1a cathepsine D dans les cellules HepG?2 préincubées
dans du milieu contenant du. sérum délipidé puis incubées pendant 30 min avec de la MBCD.

. |
Des cellules, cultivées dans du milieu contenant du sérum délipidé ont été traitées avec 3.8 mM
30 min avant le marquage metabohque (Th puls¢+3h chasse). La ¢athepsine D a été immuno-
précipitée a partir des milieux de culture et de's lysats cellulaires a I'issue du marquage.

Milieux MLP

1. FCS
2. FCS/Lov/Mev/MBCD 3.8 mM
3. FCS/Lov/Mev/MBCD 5 mM

30 —

1 2 3 1 2 3

Fig. 14. Biosynthese ¢t sécrétion de la cathepsine D dansles cellules HepG2 cultivées

pendant 2 jours dans du milieu contenant du sérum complet, de la lovastatine 4 mM et
du mévalonate 250 mM et traitées avec de la MbCD (3.8 ou S mM) pendant 30 min.
Voir légende Fig.12.




dans les cellules contrdles. Une analyse semi-quantitative de I’expérience présentée, tenant
compte du volume de milieu utilisé pour I’immunoprécipitation, nous donne un pourcentage
de maturation de 3.7 % dans les cellules traitées avec MBCD 2.5 mM, 1,5% avec MBCD

SmM. et 8.2 % dans les cellules contrdles.

Vu les résultats de la libération de la LDH et du dosage du cholestérol, nous n’avons
pas poursuivi dans cette voie. Il faut donc rester prudent dans I’interprétation des résultats de
cette expérience de marquage métabolique.

4.3.Biosynthése de la cathepsine D dans des cellules cultivées dans du milieu contenant
du sérum délipidé

Nous avons d’abord réalisé le marquage métabolique sur des cellules incubées pendant
48 heures dans du milieu contenant du sérum délipidé seul. Comme nous 1’avons vu
précédemment, ce traitement ne réduit que trés faiblement le taux de cholestérol (voir Fig.9).
De méme, la biosynthése de la cathepsine D ne semble pas €étre trop perturbée (Fig.13, ligne
2, adroite). Les 3 formes de cathepsine D, observées dans les cellules incubées dans du milieu
contenant du sérum complet (Fig.13, ligne 1), sont également présentes dans les cellules
incubées 48 heures avec du sérum délipidé (Fig.13, ligne 2). Nous notons toutefois une
quantité plus importante de la forme précurseur. Pourtant, I’analyse semi-quantitative de cette
expérience représentative, tenant compte de la forme sécrétée et des 3 formes cellulaires,
semble indiquer que la maturation de la cathepsine D est aussi efficace en présence de sérum
délipidé (8.9 %) qu’en présence de sérum complet (9.9 %).

En ce qui concerne la cathepsine D dans le milieu de culture, les premiers résultats
faisaient penser que I’incubation des cellules dans du milieu contenant du sérum délipidé
provoquait une diminution de la sécrétion de la forme précurseur par rapport aux cellules
contrdles. Dés lors, nous avons décidé de comparer la cinétique de sécrétion dans les 2
conditions de culture. Pour cela, nous avons réalisé€ 2 expériences de marquage métabolique
avec des temps de chasse croissants mais nous n’avons pas observé de différence majeure sur
la quantité de cathepsine D sécrétée (résultats non montrés).

Lorsque les cellules sont pré-incubées pendant 48 heures en présence de sérum
délipidé avec de la lovastatine 10 uM et du mévalonate 500 uM, puis traitées avec de la
méthyl-§ cyclodextrine 3.8mM, la sécrétion de la pro-cathepsine D semble normale (Fig.13,
ligne 3, a gauche). Dans les cellules, les 3 formes de cathepsine D sont présentes mais la
forme mature semble moins abondante que dans les cellules incubées dans du milieu
contenant du sérum complet ou du sérum délipidé (Fig.13, ligne 3, a droite). L analyse semi-
quantitative de cette expérience confirme que le traitement SD/Lov/Mév/ MBCD inhibe du
moins partiellement la maturation de la cathepsine D. En effet, nous obtenons 4.9 et 8.9 % de
maturation, respectivement dans les cellules traitées et les cellules contrdles.

4.4.Biosynthése de la cathepsine D dans des cellules cultivées dans du milieu contenant
du sérum complet, de la lovastatine et du mévalonate et traitées avec de la MBCD

Lorsque le marquage métabolique est réalisé sur des cellules exposées pendant 30
minutes a la méthyl-p cyclodextrine 3.8 mM aprées 48 heures de traitement avec la lovastatine
4 uM et le mévalonate 250 uM dans un milieu contenant du sérum complet, nous constatons
une inhibition presque totale de la maturation de la cathepsine D (Fig.14, ligne 2, a droite). La
quantification de 3 expériences indépendantes montre que le pourcentage de maturation passe
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de 9 £ 2.3 % pour les cellules contrdles a 0.8 = 0.4 % pour les cellules traitées avec de la
MBCD 3.8 mM. Nous obtenons un résultat similaire avec la MBCD 5 mM (Fig.14, ligne 3).
Comme précédemment avec les cellules traitées avec la MBCD S mM sans incubation
préalable avec la lovastatine et le mévalonate (voir Fig.12), nous observons une accumulation
de la forme précurseur dans les cellules. Dans I’expérience présentée a la figure 14, la forme
intermédiaire n’est pas visible mais elle ’est dans d’autres expériences (voir Fig.15, ligne 4).

Concernant la sécrétion, la quantité¢ de pro-cathepsine D sécrétée dans le milieu varie
d’une expérience a I’autre et elle ne semble pas €tre proportionnelle a la concentration de
MBCD (Fig.14, lignes 2-3, a gauche).- Dans 2 expériences sur 3, la quantité¢ de forme
précurseur, sécrétée dans le milieu de culture par les cellules traitées avec la MBCD, semble
plus élevée lorsque la forme intermédiaire n’est pas détectée dans les cellules mais cela reste a
confirmer.

4.5.Conclusion

La quantité totale de cathepsine D néo-synthétisée est globalement la méme dans les
cellules traitées et les cellules contrdles. Cela suggere que la biosynthése de la cathepsine D
n’est pas inhibée. Par contre, quel que soit le traitement, la maturation de la cathepsine D est,
partiellement ou complétement, inhibée. Dans certains cas, cette inhibition de la maturation
est accompagnée d’une accumulation de la forme précurseur dans la fraction MLP. Ces
résultats sont surprenants parce que nous observons une inhibition de la maturation dans des
conditions de traitement qui ne semblaient pas réduire le taux de cholestérol intracellulaire de
fagon efficace. Nous nous sommes donc demandés si les observations faites lors des
marquages métaboliques étaient réellement dues a une réduction du cholestérol ou si elles
résultaient d’effets secondaires de la méthyl-f cyclodextrine. Pour répondre a cette question,
nous avons examiné la maturation de la cathepsine D dans des cellules traitées avec de I’a-
cyclodextrine ou du cholestérol soluble associé a la méthyl-f cyclodextrine.

S.Maturation de la cathepsine D dans des cellules incubées avec du cholestérol soluble ou
de Pa-cyclodextrine

L’a-cyclodextrine n’agit pas sur le cholestérol de la méme fagon que la méthyl-f
cyclodextrine. Tout comme les B cyclodextrines, elle a une cavité capable de solubiliser les
molécules hydrophobes. Mais contrairement a celles-ci, I’ a-cyclodextrine est composée de 6
unités de glucoses (7 glucoses pour les B-cyclodextrines) et a donc une cavité plus petite.
Cette structure la rend plus apte a enlever les phosPholipides de la membrane plasmique alors
qu’elle n’a presque pas d’effet sur le cholestérol '*".

Une fois associ€ a la méthyl-f cyclodextrine, le cholestérol est rendu hydrosoluble.
Dans le cholestérol soluble commercialisé par Sigma-Aldrich, le rapport cholestérol/MBCD
est de 44 mg de cholestérol/g de MBCD. Pour conserver la méme concentration de méthyl-
cyclodextrine (3.8 mM) que dans les expériences précédentes, nous aurions di utiliser 219 ug
de cholestérol /5 mg de méthyl- cyclodextrine par ml de milieu. Malheureusement, nous

avons remarqué que dans ce rapport, un précipité se formait dans le milieu de culture. Nous
avons donc mélangé du cholestérol soluble (67.5 ug) avec de la MBCD (2.3 mg) pour obtenir

la méme concentration finale en méthyl-g cyclodextrine (3.8 mM).
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Rapport Cholestérol/ Protéines (en %)

Fig.16.a. % de cholestérol et de protéines dans les cellules Hep G2 cultivées pendant 48
heures avec de la lovastatine et du mévalonate dans un milieu contenant du sérum complet

Des cellules HepG2 cultivées dans du milieu contenant du sérum complet, de la lovastatine 4
uM et du mévalonate 250 uM (2-3-4) ont été traitées pendant 30 min avec de la méthyl-
B cyclodextrine 3.8 mM (2), de I’a-clyclodextrine (3) ou du cholestérol complexé a la méthyl-
B cyclodextrine (4). Toutes les cellules ont ensuite été incubées pendant 4 heures dans du
milieu contenant du sérum délipidé. A I’issue de ces 4 heures, le taux de cholestérol et la
quantité des protéines ont été mesurées sur les surnageants post-nucléaires. Les résultats sont
exprimés en % des valeurs obtenues avec les cellules contrdles (moyenne + SEM, n24).




Nous avons appliqué ces traitements pendant 30 minutes sur les cellules pré-traitées 48
heures avec de la lovastatine 4 pM et du mévalonate 250 uM dans du milieu contenant du
sérum complet. Comme dans les expériences décrites avec la MBCD (voir Fig. 14), le milieu
de chasse contenait du sérum délipidé 10 % et de la lovastatine 4 pM.

“Avant de faire les expériences de marquage métabolique, nous avons dosé le
cholestérol sur les fractions MLP. Les résultats des dosages du cholestérol et des protéines
sont repris dans la figure 16. Comme attendu, la quantité de cholestérol dans les cellules
traitées avec 1I’a-cyclodextrine ne diminue presque pas par rapport aux cellules controles
(figure 16, ligne 3). Avec le cholestérol soluble, nous nous attendions a augmentation du
cholestérol intracellulaire par rapport aux cellules incubées dans du sérum complet. Or, nous
observons une légere baisse, de 1’ordre de 6 % (figure 16, ligne 4). Nous proposons 3
hypothéses pour expliquer 1’absence d’augmentation du cholestérol dans la fraction MLP (et
méme dans I’homogénat) en présence de cholestérol complexé avec de la MBCD : 1) la
quantité de cholestérol exogéne est insuffisante; 2) le temps d’incubation est trop court pour
permettre aux cellules d’endocyter le cholestérol ajouté et 3) il y a dans le milieu de culture de
la méthyl-f cyclodextrine libre qui contrecarre 1’apport de cholestérol exogéne. A ce stade,
nous privilégions la derniére hypothése. En effet, la préparation des complexes
cholestérol/MBCD nécessite des précautions particuliéres '°'. Dés lors, il est probable, qu’en
voulant utiliser la méme concentration de MBCD que dans nos expériences visant a réduire le
taux de cholestérol, nous avons introduit de la MBCD libre dans le milieu. Celle-ci serait en
faible quantité mais pourrait peut-€tre extraire une petite quantité de cholestérol endogene ou
empécher le transfert du cholestérol exogeéne vers la membrane plasmique. Il faut quand
méme constater que le taux de cholestérol dans les cellules traitées avec le cholestérol soluble
est nettement supérieur a celui observé avec les cellules traitées avec la MBCD seule (figure
16, ligne 2).

Aprés avoir montré que les deux traitements n’interféraient pas avec le niveau
cellulaire en cholestérol, nous avons étudié la maturation de la cathepsine D. Conformément
aux expériences décrites précédemment, le traitement lovastatine/ mévalonate/ MBCD
provoque une inhibition presque totale de la maturation de la cathepsine D (Fig.16, ligne 4).
En absence de MBCD, le traitement lovastatine seule (Fig.16, ligne 2) et lovastatine/
mévalonate (Fig.16, ligne 3) n’ont aucun effet. Comme attendu, I’incubation des cellules avec
de I’a-cyclodextrine permet le clivage protéolytique de la pro-cathepsine D. En effet, nous
constatons que la quantité de forme mature est similaire dans les cellules traitées et dans les
cellules contréles.

Lorsque la MBCD ajoutée au milieu de culture est complexée au cholestérol, la
maturation de la cathepsine D est nettement plus efficace que dans les cellules traitées avec la
MBCD seule mais elle reste néanmoins moins efficace que dans les cellules contrdles. Ceci
pourrait peut-étre s’expliquer par la présence de méthyl-f cyclodextrine libre dans le milieu
(voir ci-dessus).

Pris ensemble, les résultats obtenus avec I’a-cyclodextrine et le cholestérol soluble
semblent indiquer que I’inhibition de la maturation observée aprés 1’ajout de méthyl-g
cyclodextrine est effectivement liée a son action sur le taux intracellulaire du cholestérol.
L’inhibition de la maturation de la cathepsine D pourrait résulter soit d’un ralentissement du
transport des protéines lysosomales entre le TGN et le compartiment endo-lysosomal soit
d’un probléme de maturation au sens strict. Pour tester ces hypothéses, nous avons étudié le
transport d’une protéine membranaire du compartiment endo-lysosomal (Lamp-I) et nous

33



‘soyuepuadopur
soouapdxa ¢ 9p NS F Souudhowr sop © Judpuodsallod SINJ[BA ST “L-9 SUOIORIY)
=D ‘G-p suonoey =g ‘¢-7-| SUOIOBY=Y : dUeAINS Uodej e[ 9p S99dn0I3 919 U0 SYIANOE ST
"S9[[9 U, P SUNOBYD SUBP IINSIW )9 B ISBPISO0IOB[RS-¢ IIANOR, [ 19 suoIoey £ ud 9dnooyp
919 © 9uLI0} Isule JualIpeId 9] ‘INdY 000°SZ & uonednjinuad ap Yy saidy []0919d ap uarpeisd un
Ins 99s0dop 919 ® TN UONORY dun 19 anbruojos! 9s0IeyddeS Np Usep SasIpuadowoy 919 Uo
SOIN[[99 SI[ ‘SAINAY § SO 9P anssI | v "pIdi[9p WNIPS np JUBUIUOD NIA[IW NP SUBP SIINJY
juepuad s39qnOUT 919 JUO SIN[[ID SI[ “AINSUTF AW § ¢ ULNXIPO[IAD ¢J-[AYIoW B[ Ip D9AB UIW
0€ Juepuad sag)ren 919 JUO ‘QJBUO[BAYW 3P 19 JUIIBISBAO] 9p 0UISYId UI SIPANND ‘SN[ ST
AW (ST IBUO[BAUW 3P 19 AW { UNBISBAO] 9P (InBYy UJ) uou no (seq ua) suuonippe 491dwods
WINI9S Np JUBUIIUOD naIjiw np suep sinofl g juepuad $39A1ND 919 W0 gOdoH SN[[99 3

3WIOJOIME [[0013] P JUSIPEI3 Un USep 3SepISOjoe[en)-g e[ ap uonnqrusi(y L1314

7

/ . /




avons étudi€ sa distribution dans un gradient de percoll autoformé. Cette technique permet de
séparer les lysosomes en deux populations en fonction de leur densité : Les “lysosomes
légers” au sommet du gradient et les “lysosomes denses” (plus tardifs) dans le fond du
gradient. L’idée sous-jacente était d’examiner si les lysosomes se comportaient normalement
apres addition de MBCD et de voir si les protéines Lamp-I néo-synthétisées pouvaient encore
atteindre les lysosomes tardifs dans ces conditions.

6.Centifugation en gradient de percoll

Pour ces expériences, nous avons délicatement déposé une fraction MLP sur une
solution de Percoll et nous avons effectué une centrifugation dans un rotor a godets basculants
pendant 1 heure a 25.000 RPM. Apres la centrifugation, le gradient a été découpé en 7
fractions et I’activité de la B-galactosidase a été mesurée sur chaque fraction pour déterminer

la distribution des lysosomes.

6.1.Activité de la B galactosidase

Etant donné que le pourcentage d’activité B-galactosidase au sein d’une fraction
donnée varie sensiblement d’une expérience a I’autre, nous avons groupé les valeurs trouvées
pour les 3 premieres fractions (groupe A), les 2 fractions du milieu (groupe B) et les 3
derni¢res fractions (groupe C). Le groupe A renferme les endosomes et les lysosomes moins
denses tandis que le groupe C renferme les lysosomes plus denses. Quand nous représentons
les % d’activité de la PB-galactosidase de cette fagon, nous obtenons, avec les cellules
contrdles, une distribution bimodale: 61.1 % d’activité au sommet du gradient et 34.9 %
d’activité dans le fond du gradient (Fig.17a). Cela correspond aux données de la littérature et
aux résultats obtenus précédemment dans notre laboratoire.

Lorsque les cellules sont incubées pendant 48 heures dans du milieu contenant du
sérum complet, de la lovastatine 4 uM et du mévalonate 250 uM et ensuite, traitées pendant
30 minutes avec la MBCD 3.8mM, la distribution de I’activité de la -galactosidase dans le
gradient de Percoll est fort similaire a celle observée dans les cellules contréles (Fig.17b).
Nous retrouvons 37.1 % d’activité -galactosidase dans le fond du gradient contre 349 %
dans les cellules contrdles. Ces résultats montrent que le traitement ne modifie pas le
comportement des lysosomes dans ce type de gradient et ce, malgré la réduction du taux de
cholestérol induite par le traitement lovastatine/ mévalonate/MBCD.

6.2.Distribution de LAMP-1 néo-synthétisée

Nous avons utilisé les conditions de marquage métabolique mentionnées plus haut : 30
minutes de “ jeline ”, 1 heure de “ pulse ” et 3 heures de “ chasse ”. Aprés centrifugation de la
fraction MLP dans une solution de Percoll, nous avons réalis€ I’immunoprécipitation de
Lamp-1 sur les 7 fractions du gradient. Lamp-I est une protéine fortement glycosylée, c’est
pourquoi elle apparait toujours diffuse sur les gels d’électrophorése. Dans les cellules
contrdles, nous constatons que la majorité des protéines Lamp-I néo-synthétisées se trouvent
dans la partie supérieure du gradient (fractions 1-4) mais il y en a également dans la fraction 7
qui renferme les lysosomes « denses » (Fig.18a). L’abondance de Lamp-I dans les premieres
fractions est due a la présence de LAMP-1 dans des structures endosomales qui se distribuent
au sommet du gradient *°.
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Fig. 18. Distribution de Lamp-I néo-synthétisé dans un gradient de Percoll autoformé,

Des cellules ont été cultivées et traitées dans les conditions décrites a la figure 17. Lamp-I a été
immunoprécipité a partir des 7 fractions du gradient de Percoll et visualisé par autoradiographie.
Cellules conwrdles (en haut), cellules traitées (en bas).



Dans les cellules traitées avec lovastatine/ mévalonate/ MBCD, I’intensité du signal est
plus faible (Fig. 18b) mais il serait hatif d’en conclure que la biosynthése de Lamp-I est
ralentie en cas de réduction du taux de cholestérol intracellulaire. En effet, les cellules n’ont
pas été traitées le méme jour et il se peut que les cellules étaient plus ou moins confluentes
lors de I’expérience présentée a la figure 18b. Quoi qu’il en soit, nous constatons que malgré
le traitement, une certaine quantité de Lamp-I néo-synthétisée est présente dans la fraction la
plus dense du gradient. Cela a été confirmé a plusieurs reprises. Ces résultats démontrent que
le transport des protéines membranaires du TGN vers les lysosomes tardifs peut encore se
faire, lorsque les stocks de cholestérol endogenes sont réduits.
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IV. Discussion générale

Au cours de ce travail, nous avons voulu tester 1’effet d’une déplétion de cholestérol
sur la biosynthése, le transport et la maturation d’une enzyme lysosomale soluble : la
cathepsine D. Lorsque les cellules sont cultivées en présence de sérum délipidé ou en
présence de sérum délipidé plus lovastatine 10 pM et mévalonate 250 pM, des conditions qui
ne modifient guére le taux de cholestérol, la biosynthese et le trafic intracellulaire de la
cathepsine D ne sont pas altérés. Par contre, lorsque nous ajoutons de la méthyl-8
cyclodextrine dans le milieu de culture, 30 minutes avant le marquage métabolique, nous
observons une inhibition de la maturation protéolytique de la cathepsine D, par rapport aux
cellules contrdles. Cette inhibition se manifeste, lorsque la MBCD est ajoutée directement
dans le milieu contenant du sérum complet ou lorsqu’elle est ajoutée dans le milieu, aprés une
incubation de 48 h dans du milieu contenant de la lovastatine et du mévalonate. Nous
constatons aussi que dans certains cas, la forme précurseur est plus abondante dans les
cellules traitées que dans les cellules contrdles. Pourtant, dans ces conditions de traitement
avec la MBCD, la réduction du taux de cholestérol est limitée lorsque nous tenons compte de
la quantité de protéines dans la fraction MLP (ou dans 1’homogénat). Nos expériences
contrdles, réalisées avec I’a-cyclodextrine et le cholestérol soluble, semblent toutefois
indiquer que I’inhibition de la maturation de la cathepsine D est effectivement due a une
extraction du cholestérol de la membrane plasmique par la méthyl- cyclodextrine et pas a un
effet secondaire. La structure et peut €tre la composition lipidique des membranes,
principalement des endosomes et des lysosomes, est probablement modifiée apres 30 min de
traitement avec la MBCD et 4 h d’incubation dans du milieu contenant du sérum délipidé. Il
est aussi intéressant de noter que les cellules résistent mieux au traittment MBCD lorsqu’elles
ont été cultivées pendant 2 jours en présence de lovastatine et de mévalonate, dans du milieu
contenant du sérum complet ou du sérum délipidé. Cette observation suggere que les cellules
s’adaptent a ces conditions de culture. Selon I’équipe de Hoekstra, les cellules HepG2 se
polarisent aprés 2-3 jours de culture : la composition lipidique des membranes n’est pas la
méme au niveau du pdle apical et au niveau de pdle basolatéral ''’. Il se pourrait que nos
conditions de culture empéchent la mise en place de la polarité cellulaire et permettraient aux
cellules de résister davantage a une réduction plus marquée du taux de cholestérol.

L’inhibition de la maturation de la cathepsine D pourrait résulter d’un probleme au
niveau de I’appareil de Golgi ou du TGN. Dans certains cas, I’utilisation des cyclodextrines,
combinée a I’inhibition de la synthése du cholestérol, peuvent conduire a la fragmentation de
I’appareil de Golgi ''*. Ceci a été démontré dans les entérocytes "* mais pas dans les cellules
BHK *. Le recrutement des récepteurs du mannose 6-phosphate dans les vésicules de
transport et/ou les interactions entre les récepteurs et leurs ligands pourraient aussi soulever
un probléme lors d’une déplétion en cholestérol. Le nombre de MPRs, disponibles pour le
transport des hydrolases, pourrait diminuer puisque le recyclage des MPRs des endosomes
vers le TGN est inhibé, lorsque le taux de cholestérol est faible Eae

Si la voie indépendante des MPRs implique la formation de radeaux lipidiques dans
I’appareil de Golgi et si une partie de la cathepsine suit cette voie pour atteindre les
endosomes, il est probable qu’une réduction du taux de cholestérol entrainerait un
ralentissement dans sa maturation.
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Un défaut dans la formation des vésicules de transport au niveau du TGN pourrait
également survenir puisqu’il a été¢ démontré que la déplétion du cholestérol entrainait une
inhibition de I’invagination des puits recouverts de clathrine dans le processus endocytaire
.01 | e cholestérol serait en effet nécessaire 4 la courbature de la bicouche lipidique "', En
outre, la formation des vésicules de transport au niveau du Golgi implique la formation de
complexes de signalisation % Drailleurs, il n’est pas exclu que celle-ci dépende des radeaux
lipidiques au niveau du Golgi.

La fusion des vésicules de transport avec les endosomes pourrait aussi €tre perturbée
suite aux modifications biochimiques et biophysiques des membranes. Indirectement, le
recrutement membranaire de petites protéines cytosoliques, nécessaires aux phénomeénes
d’ancrage et de fusion des vésicules (ARF, Rab...) pourrait aussi €tre altéré et entrainer la
rétention des hydrolases dans un compartiment donneur. Des résultats obtenus avec Rab7
soutiennent cette hypothése. En effet, I’équipe de Gruenberg a démontré que 1I’accumulation
de cholestérol favorisait le recrutement membranaire de Rab7 et que cela produisait une perte

de la mobilité des endosomes tardifs '%.

Dans nos expériences, si on se réfere a la distribution de Lamp-I néo-synthétisé dans
un gradient de Percoll autoformé, il semblerait que la déplétion en cholestérol n’empéche pas
le transport des protéines membranaires des endosomes/ lysosomes, du TGN vers les
lysosomes. Nous retrouvons, en effet, une proportion similaire de Lamp-I dans le fond du
gradient de Percoll dans les cellules traitées avec la lovastatine/ mévalonate/ MBCD que dans
les cellules contrOles. A I’heure actuelle, on ne sait pas si les protéines membranaires des
lysosomes et les hydrolases acides sont empaquetées dans les mémes vésicules de transport,
ou si, au contraire, elles sont véhiculées par des vésicules distinctes entre le TGN et les
endosomes. Les données sont contradictoires 2"'?.

Si le transport entre le TGN et les endosomes n’est pas affecté, I’inhibition de la
maturation de la cathepsine D, induite par la déplétion en cholestérol, pourrait €tre due a un
bloquage dans le transport entre les endosomes précoces et les endosomes tardifs ou entre les
endosomes tardifs et les lysosomes. Cette hypothése est soutenue par I’accumulation de la
forme intermédiaire de la cathepsine D dans certaines expériences ou les cellules ont été
traitées avec la lovastatine/ mévalonate/MBCD. Cependant, comme Lamp-I néo-synthétisé est
détecté dans le fond du gradient Percoll, il ne semble pas que la voie endosomes-lysosomes
soit completement bloquée. Tout au plus, le trafic est peut-€tre ralenti.

Alternativement, I’inhibition de la maturation de la cathepsine D pourrait résulter d’un
changement dans la composition lipidique des membranes des endosomes ou des lysosomes.
Ce changement pourrait empécher la forme précurseur ou la forme intermédiaire de la
cathepsine D d’interagir avec un composant de la membrane, essentiel pour son activation.
Nous pensons évidemment a la céramide puisque des études ont montré que la céramide
interagissait avec la cathepsine D et permettait son activation # Récemment, des études ont
montré que de radeaux lipidiques existaient également au niveau des endosomes ** et des
lysosomes '2. La aussi, I’inhibition de la maturation protéolytique de la cathepsine D pourrait
s’expliquer par une redistribution des composants membranaires induite par I’extraction de
cholestérol. Apres le retrait du cholestérol, certaines protéines peuvent se rapprocher ou, au
contraire, s’éloigner les unes des autres. Les interactions lipides-protéines sont également
perturbées. Dans le méme ordre d’idée, des travaux réalisés dans notre laboratoire démontrent
que les hydrolases acides sont capables de flotter dans un gradient de saccharose, aprés une
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incubation en milieu acide. Cela suggére que les protéases sont capables de s’associer a des
lipides membranaires. Cette association pourrait méme €tre a la base de la condensation des
lysosomes a partir des endosomes tardifs '2¢,

Ce travail constitue notre modeste contribution a I’étude du réle du cholestérol dans le
transport intracellulaire de la cathepsine D. Evidemment, d’autres expériences sont
nécessaires pour €tablir les raisons pour lesquelles la maturation de la cathepsine D est
interrompue en cas de déplétion en cholestérol.
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