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INTRODUCTION GRNERALE

Ce travail gui fait 1'cbjer d'une thése de Doctorat
es~sciences, dicyit un certain nombre d'expériences physio-
logigues et bischimigues visan:z & &tudier un des aspects du

métaboliisme des lipoprotéines sanguines.

dous avens plus particuliérement &tudié le rdle

i
i

de ces lipoprotéines de rat dans le déterminisme des 1
19

sions artérielles de l'athévosclérose.

Nous commenceyons par un rappel des données

actuelles concernant l'ath8rosclérosz et les lipowrotéines.



L'ATHEROSCLEROSE

L'athérosclérose est une maladie de la paroi artérielle,
génératrice d'ischémie. Suivant le territcoire touché par le pro-
cessus isch&migue, l'athérosclérose est responseble de maladies
graves et trés fréquentes, telles que l'angine de poitrine et

1'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux,

les artériopathies des membres.

L'athérosclérose est caractérisée par des lésions de
la paroi des grosses et movennes artéres gui intéressent la
tunique interne (intima), et la partie voisine de la tunigue

moyenne {média),

L'athérosclérose groupe deux catégories de lésions gui

sont toujours assocides :

1) -~ Des modifications des structures conjonctive-&lastiques,
aotamment de la limitante &lastigue interne gqui s@pave la média

de 1%intima :

. dislocation des fibres &lastiques, ncotamment de la limi~
tante €lastigue interne gul s8pare la média de l'intima,

. modification de la substance forndamentale avec accumula-
tion de certains mucopolysaccharides,

. calcifications apparaissant dans les lé&sions &voluant

depuis plusieurs années.
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2y - Un dépdt de lipides (20), principalement du cholestérol
estdrifié (21) ; ce dépdt (athérome) est I la fols intra et
extra~cellulaire, et siége surtout dans la ré&gion socus-endo-
théliale de l'intima, vréalisant vne 42fcrmation de l'intima

avec rétrécissement du calibre artériel.

3) -~ A ces lésions pariétales s'associent dans la lumiére
du vaisseau, plus su meins rapidement, des ccagulations fibri-

-

neuses qui aboutissent i une obstruction du vaisseau.

Bien que l'on ignore encore les mécanismes précis qui
conduisent aux iésions d'athBrosclérose, un certain nombre de

facteurs favorisant la maladie sont connus : 8 ¢&té de facteurs

W

générauvx tels que l'hypertension, le tabagisme, 1'ob&sité, 1
diabate (30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 316), l'un des fac~
teurs de risque les plus importants consiste en anomalies des
lipides sanguins (22, 23, 24, 25, 28, 27, 28, 29, 33, 317).

Les engquétes épidé&mioclogigues maintenant nombreuses ont bien
montr& gu'il existait un li=a entre l'athérosclérose humaine
et les troubles des lipides sanguins. Ces troubles consistent
essentiellement er une hypercholestérolémie, presgue constam-~
ment retrouvée chez les sujets athéroscléreux. Il est en effet
frappant de gonstater que les sujets atherosc‘ereux vivant

dans les PaYS riches ont tous une cholesterolemie supdrieure

i 2,50 g/1, alors gue dans les pays en voie de développement
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ot l'athérosclérose est trds rare, la moyvenne de la cholestéro-

lémie reste normale autour de 1,80 g/l.

Les anomalies des autres constituants lipidiques du
sérum, triglycérides et phospholipides ont &té moins r&guliére-
ment &tudides ; de mé@me gue les réponses ancrmales aux &épreuves

d'hyperlipidémie provoquée.

Depuis une dizaine d‘'amndes beaucoup d'auteurs ont
étudié le métabolisme des transporteurs sanguins des lipides,
alpha-lipoprotéines et bhéta-lipoprotéines d'une part, lipcpro-
téines de trds basse densité (V.L.D.L.) et chylomicrons 4'autre
part. Il semble en effet d'aprés l'analyse de la plupart des
travaux récents sur les hyperlipidémies humaines et expZrimen-—
‘tales, gqu'il faille aller plus loin que 1'étude des seuls lipi-
des sanguins (cholestd8rol, triglycérides, phospholipides) et
préciser le rdle des lipoprotéines dans la génése de l'athéros-

clérose,

Un certain nombre de travaux semblent prouver que les
lipcoprotéines sanguines traversent l'intima des artlres et par-
ticipent 3 la vie de la paroi artérielle (39, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47). Il est &galement admis que lg cholestérol gqui se dépose
dans la paroi provient du sérum. Il est prcbable que le tissu
artériel synth&tise du cholestérol, mais la quantité ainsi for-
mée est faible -au moins dans les circonstances normales- par
rapport au flux de chclestérol sanguin qui traverse la paroil

(48, 49, 50, 51, 52).
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IPOPROTEINES

Les lipoproté&ines circulantes sont un exemple du rdle
spécifique des protéines comme transporteur de substances non
protéiques. En effet, les lipides, de par leur insolubilité
dans l'eau ne peuvent &tre vhicul@s que grice a une union
physique avec les protéines, sous forme d'asscciations molé-
culaires que MACHEBOEUF a découvertes en 1928 (54), et aux-

quelles il a donné le nom de cénapses.

Les lipides sont en fait unis a des protéines spécifi-
ques (55), immonologigquement distinctes des autres protéines
plasmatiques, et gu'on ne trouve pas 3 1'&tat libre sans lipi-
des. Il ne s'agit donc pas d'une union fortuite, en proportions
variables, mais d'édifices de structure et de composition bien

déterminées.

On distingue 2 classes principales de lipoprotéines :

- Les alpha-~lipoprotéines (lipoproté&ines de haute densité& ou
HanLD) Ed
- Les béta-lipoprotéines (lipoprotéines de basse densité ou

I’.Dazla) [
Il existe 2 classes de particules lipido~protéiques :

- Les pré-béta-lipoprotéines (lipoprot&ines de tré&s bhasse

densité ou V.L.D.L.)Y,
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- Les chylomicrons ou micelles apparaissant dans le sang a

la période post-prandiale.

Les lipoprotéines, les particules V.L.D.L, et les chy-
lomicrons ont &té principalement &tnudiés chez l'homme.
Chez l'animal, notamment chez le rat, elles ont fait l'objec

de travaux peu nombreux (318).

2 - Alpha-Lipoprotéines :

Ce sont les lipoprotéines les plus denses.

La partie lipidique a fait l'objet de nombreuses &tudes
(58, 59, 60) ; elle est principalement constituvde, chez 1'homme,
de phospholipides (20 & 25%), d'esters de cholestérol (10 & 15%)
et de petites quantités de triglycérides et de cholestérol li-
bre. La partie prot&ique (52%) se comporte comme un polypeptide
(61, 62, 63, 64). Sa composition en acides aminés est l&gére-
ment différente de celles des autres protéines plasmatiques par
une teneur inférieure en acides aminéé soufrés. L'acide aminé

N-terminal est l'acide aspartique (65).

hu point de vue immunologique, la protéine pré&sente une
-gertaines h&térogénéité (66) dont l'’interpr&tation n'est pas
encore claire. L'ultra-centrifugation permet d'autre part de

distinguer des fractions d‘'alpha-lipoprotéines plus iégéres
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(DL, flottant dans un milieu de densité 1,12) que les alpha-
ilipoprotéines principales qui ne flottent gue dans des milieux
de densité plus &levde variant entre 1,17 et 1,21 (67, 68, 69,
70, 71) ; ces différences sont probablement explicables par
une teneur en triglvcérides plus élevée (69, 70). Le poids mo-
léculaire approximatif des alpha-lipoprotéines est voisin de

250.00¢0.

-

Le mode d'attache des lipides 3 la protfine a donné
liew &8 de nombreux travaux (84). Il fait sans doute intervenir
a la fois des liaisons Electrovalentielles et des iiaisons
entre chalnes hydrophobes (72). X1 est possible que de petites
quantités de lipides scient l1iées par covalence avec la pro-
téine (56), mais c2 n'est certainement pas le cas pour la majo-
rité de ces particules. Les lipides neutres sont liés & l'en~
semble de la molécule par l'intermédiaire des ghospholipides.
Une fois extraits (73), ces lipides ne peuvent plus s'intro-

duire spontanément 3 nouveau dans 1'édifice lipoproté€inique.

B - Béta-Lipoprotéines -«

Les LDL sont encoxre plus hétérogénes que les alpha-
lipoprotéines ; la partie lipidigue (72, 58, 74, 75, 76) est
constituée, chez l'homme, par 20% de phospholipides, 35 & 40%
d'esters de cholestérol, 10% de cholestérol librxe et 5 3 10%

de triglycérides.
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La partie protéique (20%) montre 3 1l'analyse des amino-
acides (77, 78B), une pauvretd en acides aminds soufrss commune
avec les alpha-~lipoprotéines, l'acide aminé N-terminal étant
ltacide glutamique (65). Les LDL, les plus denses des béta-
lipoproté&ines, flottent en ultracentrifugation 3 des densités
comprises entre 1,006 et 1,083 (83, 79), leur poids moléculaire

variant entre deux et trois millions.

Au sein de la molécnle, il existe en plus des liaisons
entre les chaines hydrophobes des protéines et des phospholipi-
des, des liaisons &lectro-valentielles entre les pBSles de signes

opposés de la protéine et des phospholipides (72).

C «~ Pré-béta-liponrotlines :

les V.L.D.L. sont des particules lipido~protéiques trés
l&géres puigqu'elles flottent en ultracentrifugation pour Jes
densités comprises entre 0,935 et 1,006 (83, 79). Elles sont
pauvres en protéines (6 3 12%) et riches en triglycérides (50

a 70%) ; leur mobilité &lectrophorétigue est différente des LDL.

La partie protéique ré&véle 3 l'analyse plusieurs acides
aminés N-terminaux (théorine, sérine, acides aspartigue et glu-
tamigue (80), ce qui laisse penser que plusieurs protéines ou

pelypeptides sont présents dans 1'&difice protéigue. Il stagit



- 39 -

d'ailleurs d'une vidritable gamme de béta-lipoprolliincs do Jen~
sités &chelonnéés de 0,94 3 1,0 avec un poids moléculaire va-
riant entre 5 et 100 millions, divisée en trois sous groupes
(81) sépérables par ultracentrifugation. Il est difficile de
dire s'il s'agit réellement de familles dilf&rentés ocu d'an
&difice lipoprotéinigue Jont la composition en protéines, tri-
glycérides,; phospholipides et cholestérol pourrait varier as-

sez largeuaent [82).

Clest crtte fraction lipoproi.lfique riche en triglycéd-
rides qui augmente danc le ~EBruvm pendant la piriode post-dizes—

tive gui suvit Ifutilisation des chylordcrons pa~ le fois (88).

Réle de transport des liporrctéines

Il st eclals que des lipldes se tyouvent véhiculés dans
le sang sous rurme de ipoprotéiunes, mais pour quton puisse par-
ler de transport, il est nécessaire de démonirer une origine et

une Cdestinde de ces lipides zinsi mobilisés.

Las alpha et bita-lipoprotéines principaicc ~mt une
sorzosition velativeraent constante gqui s'accorde mal avec un
rdie de treregport. Ponrtant lovsgeion met en présence des chive
et des

lomicrons (1% de protdine of ROE A t-iglyoiridas

-
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téines peuvent s'enrichir en triglycérides et que les chylomi~
crons peuvent capter du cholestérol (85, 86, 87). Il y a donc
une certaine marge dans la composition des alpha-lipoprotéines.
Cette marge est petite et le nombre de molécules transportables

est sans doute relativement faible.

Aprés un repas gras, on ocbserve dans le sang l'appari-
tion de chylomicrons et secondairement de pré-bé&ta-lipoprotéines
(88) .

Le fait est interpr&tZ® 3 la lumidre des expériences
faltes in vitro avec des foies perfusés (89, 90) ou des coupes
de foies ; les chylomicrons sont rapidement captés par le foie

qui remet en circulation des pré-béta-lipoprotéines.

- Transportés principalement par les pré-béta-~lipoprotéines, les
triglycérides sont utilisés par les tissus périphériques (91),
le tissu adipeux en particulier, aprés hydrolyse par la lipo-
protéine lipase (92) ; les pré-béta-lipoprotéines sont ainsi
progressivement remplacées par des lipoprotéines plus denses

(93, 94, 95).

- Les triglycérides des bé&ta et des pré-béta-lipoproté&ines ont
fait l'chiet de nocmbreux travaux (éé, 97, 98, 99, 100, 161, 102,
103, 104, 105). DPans l'organisme, les acides gras libres captés
par le foie sont transformés en triglycérides. Ceux-ci sont en
majeure partie remis en circulation sous forme de pré-bé&ta-

lipoprotéines.
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- Le cholestérol est vEhiculé& &lectivement par les béia-lipo-
protéines ; il s'échange assez facilement avec le cholestérol
des tissus (85, 109, 110). Les &changes avec la forme estéri-
fiée sont beaucoup plus difficiles (111). In vitro, le choles-

térol libre peut &tre incorporé dans les lipoprotéines (112).

En ce qui concerne les alpha-lipoprotéines, elles in-
corporent les lipides ingé&ré&s assez longtemps auparavant prin-

cipalement le cholestérol et les phospholipides.

Des &tudes faites in vitro ont montré que les échanges
de phospholipides entre alpha et béta-lipoprotéines &taient
lents et qu'ils jouaient un rdle peu important dans les condi-

tions physiologiques (106, 107, 108).

Epuration des lipoprotéines

L'épuration des lipoprotéines est trés mal connue.
Certes il est trés probable que les lipoprotéines traversent
la paroi des grosses artéres, et cette notion egst capitale
dans la pathogénése de l‘'athérosclércse ; mais c'est un pro-

cessus de faible amplitude.

Pour &tudier l'é@puration des lipoprotéines du rat,
nous avons choisi deux tissus, le systéme réticulo~endothélial
et le tissu conjonctif. En effet en nous replagant dans le

cadre d'une étude sur l'athérosclérose, nous avons voulu juger
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du r8le de deunx tissus gui occupent une place prédominante

dans la paroi artérielle.

G v A e S5 OB W W G- @ K TS S O e dAe s W gy T S e D VS W S

Le systéme réticulo-endothélial est probablement impli-
qué dans le métabolisme des lipides circulants puisqu’on observe
au cours des hyperlipidémies, des dé€plts importants de lipides
aun sein de certains éléments cellulaires du systéme réticulo-
endothélial., Plusieurs auvteurs ont étudié, in vivo ou in vitro,
llactivité des cellules du systéme réticulo-endothé&lial sur

les lipides.

a} Les lipides et les lipoprotéines sont incorporés par

les cellules macrophages :

Les triglycérides, les phospholipides et le choclestérol
injectés sont retrouvés dans les cellules réticulo-endothéliales
(255,256,257,258,259,260,261,262,263,264,265,266,267,268,269,270
271,272).

L'incoxporation des lipides par les macrophages alvéo~
laires pulmonaires a donné lieu 38 plusieurs &tudes (275, 276,
2717, 278) ; le cholestérol plus spécialement a &té &tudié, et
aprés injection il se retrouve dans les phagocytes alvéolaires

(273) . DI LUZIO (274) montre la présence de cholestérol dans
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les cellules de Kupffer et suggdre gque les cellules réticulo-

endothéliales jouent un r8le dans le métabolisme du cholesrérol.

Les lipoprotéines elles-mémes ne semblent pas &tre in-
corporées naturellement dans les macrophages sains (279%9), ou
en trés petite guantité (280), mais elles pourraient changer
ltactivité macrophagique ; par contre, la partie lipidique de
ces lipoprotéines est incorperée dans les macrophages de la

paroi artérielle (281).

Expérimentalement, l'injection de lipoprotéines permet
de retrouver une partie de ces lipoprotéines dans les macropha-
ges {(282). On sait d'autre part gque le bloguage du systéme réti-~
culo~-endothé&lial empé&che l'augmentation de certains lipides
(cholestérol) dans le foie, angmentation produite normalement

par un régime hypercholestérolémique (283).

Enfin, et c'est trés important, on a ré&ussi 3 produire
des plagues d'athérome en bloguant le systéme réticulo-endothé&-
lial chez le rat et le lapin (284, 285) et & stopper la progres-
sion de l'athérosclérose en injectant des stimulants du systéme

réticulo—-endothélial (285).

b) Les macrophages jouent un rdle dans le métabolisme des

lipides (40).

En effet, les cellules réticulo-endothéliales synthéti-
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sent et hydrolysent le cholesté&rol ester, elles peuvent aussi
estérifier le cholestérol libre (286) ; les macrophages du

lapin contiennent de la cholestérol-estérase. L'incorporation
et l'hydrolyse du cholestércl par les macrophages ont &té dé-

montrées chez le lapin (280).

TOMPKINS a &mis l'hypothése (290) que le cholestérol
peut &tre converti en lipoprotéines sous une forme complexe

gr8ce 3 llaction des macrophages.

c) Les macrophages peuvent synthétiser les lipides :

Les lipides peuvent &tre synthétisés dans la paroi ar-
térielle par les macrophages (288, 289). Le systéme réticulo~
endothélial joue un rdle dans le métabolisme des lipides qu'il

ingére (271, 272).

En ce gui concerne le rdle des macrophages circulants
dans l'athérosclérose, plusieurs auteurs dont DAY ont soutenu
que chez le lapin au régime hypercholestérolémique, les lésions
d'athérosclérose ainsi provoguées sont composées de macrophages
bourré&s de lipides. Certains anteurs ont méme suggéré que ces
cellules viennent du foie et transportent les lipides dans la
paroi artérielle (291, 292, 293, 2%4) ce guil serait en accord

avec des recherches microscopiques (295, 296).
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Le probléme de la fixation des lipoprotéines sériques
par les différents tissus, notamment artéres et tissu conjonc~—
tif est loin d'&tre &lucidé, de méme que le r8le joué par les
cellules pariétales de la paroi artérielle dans les é&changes

de lipoprotéines entre le sang et le tissu.

Certains arguments sont en faveur d'une action du tissu
conjonctif sur 1'épuration des lipoprotéines. La paroi des gros;
ses et moyennes arté@res est constituée pour une grande part de
tissu conjonctif et l'aptitude des cellules de la paroi arté-
rielle 3 métaboliser les lipoprotéines a £té maintes fois sug-
gérée (242, 301, 244, 302, 232). L'altération du tissu conjonc-
tif sous endothé&lial est perceptible dé&s le premier stade de
l'athérosclérose sous forme d'une augmentation des mucopolysac-

charides et d'un dépdt de choleatérol intra et, plus-tard, ex—

tra-cellulaire.

De plus, les cellules conjonctives de l'artére peuvent

se transformer en cellules xanthomateuses (242).

On sait maintenant que la majeure partie du cholesté&rol
qui apparait dans le tissu conjonctif provient des lipoprotéines
du sang (243, 244, 245). L'incorporation des lipides d'crigine
sérique par les cellules conjonctives a fait l'objet de plu-

sieurs &tudes en culture in vitro de fibroblastes (303, 244,
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304}, et in vivo dans des granulomes formés an sein d'implants

sous-cutanés d'&ponges en polyvinyle (242, 232, 3065, 306).

En conclusion les cellules du systéme réticulo-endothé-
lial et les cellules conijonctives qui sont parfcis assez peu
différenciées, notamment dans l'artére, sont capables de cap~
ter les lipides d'origine sérique et de se transformer en cel-

lules xanthomateuses.

L'hypothése selon laguelle la lésion initiale d'athéros-
clérose pourrait 8tre due 3 un dér&glement de l'activité des
cellules ré&ticulo-endothéliales et conjonctives vis 38 vig des
lipides sanguins a déia été soculévée. C'est dire l'intérét
qu'il vy a 3 étudier le r8le du systéme réticulo-endothélial et

du tissu conjonctif sur l'épuration des lipoprotéines.



SEPARATION ET PURIFICATION

DES LIPCPROTEINES SERIQUES

A - Introduction

Nous devons d MACHERCEUF en 1929 (1), la premiére
technigue de séparation de 1l'alpna-lipoprotéine sous une
foerme relativement pure, 3 partir 4d'un sé&rum de cheval,

par précipitation saline.

En 1850 COMN (2), par une technique de fractionnement

a i'éthancl, s@parait les béta-lipoprotéines des alpha~-lipo-

(0]

&

protéines en denx fractions distincke

Le fractionnement original des lipoprot&ines par ul-

tracentrifugation pré&parative est 4l & DE LALLA et COFMAW

b

954 {3}, dans des solutions dont la densitd &tait ajustée

o

n
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par le nitrate de scdium et l'eav lourde, Depuis las bromures
de sodium st de potassiun ont remplacd le uitrate de sodium et
l'ean lourde dans les méithodes décrites par HAVEL en 19855 (4},
PALDINGS et STEINBERG en 1260 (5), FRZEEMAN en 1963 (6) LINDGREN

én 1961 et 1364 (7, &), EWING en 19885 (9).

Actuellement ;, la présipitation des lipoprotéines par
des polysaccharides tels gue l'héparine et le sulfate de dex-~
trane, joint 34 L'ultracentrifugation, est une ctechnigie autant
préparative gu'analytiocue. BURSTEIN 2t SAMAILLE en 1955 et

1860 {10, 1l1), KRITCHEVSKY en 19263 (12).

En combinant la pré&cipitation par l'héparine 38 une
chromatographie sur DFAE cellulose et une gel filtration sur
Géphadex 5,200, POULLIN, VILAIN er REAUMONT en 1267 (14) ont
oshtenn des b&ta-lipcprotdines humaines tyes pures sansS recou~

riy & l'ultraecentrifugation,

Plug récemment, en ajoutant a ces trois &tapes une uli-
tracentrifugation ZSAUMONT et LEMORT en 192569 {15} ont obtenu

aussi des aipha~lipoprotéines 4'excellente qualitce,

Clest en partant de c2s5 procédés gue nous avons
mettre au point une mithode applicable aux alpha et b&ta-livo-
protéines du rat dont la préparation nécessite en effet des

modalités spécialies.
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B ~ Matériel et méthodes

Les animaux sont des rats miles Spragque-Dawley, pesant

en moyenne 280 g, nourris au régime normal de laboratoire.

a) Réactifs.

Toutes les solutions sont conservées 3 +4° avec de

l'azide de sodium 0,1%.

- Tampon véronal 0,3 M : m&langer 1 volume de solution
véronal-acétate (véronal monosodique 29,49 g ; acétate de
sodium 19,43 ¢g p 1000) et 9 volumes de chlorure de sodium
0,15 M. Ajuster uﬁe partie de la solution 3 pH 7,3 et l'av-

tre & pA $,6.

- Tampon phosphate 1 M : phosphate mynopotassique de
sodium, 138 g p 1000. Ajuster & pH 6,5.

- Solution d'ultracentrifugation de densité 1,21': sucrose
308, urée 6%, azide de sodium 0,1% et bromure de potassium'”

qsp D. 1,2). Ajuster a pH 7,3 dans le tampon vé&ronal 0,3 M,

- Solution précipitante des b&ta-lipoprotéines : 1 volume
de sulfate de dextrane 2% (Dextran Sulfate Sodium Salt, type
2000~8~ poids molé&culaire : 2.000 050 - Sigma chemical compa-~
gny) et 1 volume de chlorure de magnésium 5% dans le tampon

vérenal 0,3 M, pH 8,6.
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b) Chromatographie et gel filtration.

Pour les chromatographies sur DEAE cellulose le type
de colonne et la quantité de DEAE utilisés scont fonction de

la guantité de protéines a séparer.

La DEAE est lavée selon le protocole suivant :

3 lavages & l'eau distillée

1 lavage & la soude 0,1 N

3 lavages 3 l'eau distillée

1 lavage & l'acide chlorhydrique 0,1 N

3 lavages a3 l'eau distillée.

Pour la gel filtration sur séphadex G 200, on utilise

deux colonnes 30 x 2,5 cm montées en série,

Avant ou aprés les chromatcgraphies ou les gels filtra-
tions, les solutions de lipoprot&ines sont dosées par la réac-

tion de FOLIN modifide selon LOWRY (15).

¢) Immuns sérams.,

Nous avons utilisé trois immuns-sérums de lapin : anti-

sérum total de rat, anti-béta-lipoproté&ines de rat, anti-alpha-

lipoprotéines de rat.



Les lmmuns-sérums de lapin anti-béta-lipoprotéines et
anti~-alpha~lipoprotéines 3e rat sont préparéss au laboratoire,
par injection & un lapin de 500 gamma de lipeprot&ines pures
tous les trois jours pendant 1 meis, L'immun sérum peut &tre

purifié payr chromatoyraphie sur DEAE cellulose,



¢ ~ Procédé de sEparation et de purification des lipoprotéines

du rat.
Le sang est prélevé 3 la carotide sur l'animal acesths~
s5i€ & l'é&ther, grd3ce & un cathatery hépariané,

-

1) Bgra-lipoprotéines.
a) Séparatiron des béta~lipoprotéines par précipitation.

Le mélange ds sérumg est dilué dans ) volume de chlo-

rure de magnésium a 5%, dans du tampon véronal 0,3 M, pH 8,6.

Ce m&lange est ensuite centrifugé & 14.000 t/mn &

+5°C pendant 10 minutes, Le culot est &liminz.

.On ajoute avr surnageant un wolome de sulfate de dextrane
2% dans le tampon véronal, &gal & la quantjté de chlorure de

magnisium vtilisée précédemment. On laisse pré&cipiter une nuit

fU g

+4°¢C.,

O

On contrifuge 3 14.006 t/mn I +3°C pendant 15 winutes.

Les bita-lipoprot&ines se trruvent alors dans le préeji-
pité, tandis gque les alpha-lipoprctéines sont dans la surna-

geant.



Om lave ie précipité avec la solution précipitante, puis
on centrifuge., On lave une seconde fois dans 1 volume de sclu-~
tion pr8cipitante ; pour 1 volume de tampon véronal 0,15 M,
pH §,6. On centrifuge, On dizsound le précipité dens le tampon

vércual 0,3 M, pH 7,3.

Afin d'&liminer llexcds ds <chiorure de magnésicm, il

favt dialyser 1la solution de béta-lipoprctEines une premiire

(o]

fois dans du chlorure de sodium & (,8%, puls pendant 40 heurses
& +4°C dans du tampon phosphate 0,025 M, oH 6,5 zvac aglitatsur

magnétigue

- Chromatographie :

La colonne d= DRAY &tant conditionnée par ie tampon
phosphate 0,025 M, on dépouse la solution de béta-lipoprotéines
dialysé€e sur la gurface de DEAY ; lorsgqu’elle est absorbée,
on _fait passer successivement du tampon phosphate 0,023 M

-

puis 0,5 M, pH 6,5,

On reocueille des fractions de 4 ml dont 1'abzorption

est lue au spectrovhotom3cre & 280 m}b

Les bdta-lipoprotéines blanches ou l&gérsment jaunidtres
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sont &€ludes dans le tampon 0,5 M. Cette fraction 0,5 M est
concentr@e gréce a une dialyse sous dépression conaie du
chlorure de sodlium 0,9%,. Cette solution finale de béta-
lipoprotéines concentrée est conservée 3§ +4°C (les tempé~

ratures inférieuwres au 0°C endommagent la lipoprotéine),

2) alpha-lipoprotéine.
a) Séparation des alpha~lipoprotéines par ultracsntrifu-~

gation.

Le surnageant recueilli aprés précipitation des béra~-
lipoprotéines, conienant les alpha-lipoprotéines, est dia-
lysé dans la solution d’'ultracentrifugation de densitd 1,21
et de pH 7,3 pendant 24 hegres 8 +4°C avec agication magné-

tique.

Au cours de cette dialyse une concentration a iieu, ce
qui ré&duit 3 peu prés 3 la moitié le voluwme initizl et fait

précipiter le sulfate de dextrane.

On centrifuge 3 14.0600 t/mn-3 +4°C, puis on 8limine le

culot de sulfate de dexirane.:

On dialyse le surnageant de nouveau dans la soclution

d'ultracentrifugation pendant 24 heures.



- On centrifuge 3 65.000 t/mn & +4°C pendant 10 heures,
puis on pré&léve la couche supérieure claire qui contient les

alpha~lipoprotéines.
b) Purification de l'alpha-~lipoprotéine.

~ Dialyses

La couche d'alpha~lipoprot&ine est dialysé&e pendant

48 heures 3 +4°C dans du chlorure de sodium §,9%.

Une seconde dialyse est faite dans du tampon 0,05 M,

pd 6,5 pendant 24 heures.

- Chromatographie :

La colonne de DEAE &étant conditionnée par le tampon
phosphate 0,08 M, on dépose la solution d'alpha-lipoproté&ines
dialys&e sur la surface de la DEAE ; lorsqu’elle est absorbée
on fait passer successivemsnt du tampon phosphate 0,05 M puis

6,2 M, pH 6,5.

On recueille des fractions de 4 ml dont l'absorpticn
est lue au spectrophotométre 3 280 m ., Les alpha4lipoprotéines

jaunes sont &luées dans le tampon 0,2 MM



- Gel filtration :

La fraction 0,2 M est concentrée par dialyse sous dé-
. pression contre du chlorure de sodium 0,9%, elle est passée

sur deux colonnes de Spé&hadex G 200 montées en série.

On recueille des fractions de 4 ml dont la courbe est

directement enregistrée au spectrophotométre.

Le premier pic contient l'alpha~lipoprot&ine. Cette
fraction dont on a &liminé les premiers tubes contenant un
peu de béta~lipoprot8ines est concentrée gréce i une dialyse
sous dépression contre du chlorure de sodium 0,9%. Cette
solution finale d'alpha~lipoprotéines concentrées est con-

-

servée 3 ~20°C.
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D - Résultats.

1) Bé&ta-lipoprotéines.
Lors de la chromatographie, la fraction &luée par le

tampon 0,025 M contient des gamma-gicbulines,

La fraction recueillie 3 0,5 M, pH 6,5 renferme les
bé&ta~lipoprotéines avec des traces de gamma-giobulinas., Si
1'on veut &liminer ces traces de gamma-globulines, on peut
faire suivre la chromatographie sur DBEAE cellulose dlune gel
filtration sur Séphadex G 200, ce qui permet dobtenir une
solution de béta~lipoprotéines d'un haut deqré de pureté,

contenant peut-8tre des traces infimes de gamma-M-~globulines.

Les résultats sont reproductibles (fig. 3).

Les béta-lipopre:iiines paraissent pures 3 1'immuno-
électrophorése sur agavose (photo. n®ll) (16), 3 1'immuno~
précipitation par double diffusion sur agarose (photo. n°l2)

(17), et 3 l'électrophordse sur agarose (photo. n®l13) [18),

Les sclutions de b&ta~lipoprotéines cnt une concentra-
tion de l'oxdre de 2 mg/ml ¢t ne contiennent plus de sulfate

de dextrane.

La migration &lectrophorétique est normale, sans aucune
précipitation au niveau du réservoir de départ, ce qui n'est
pas le cas lorsoue les béta-lipoprotéines sont instables ou

dénaturées.
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Lors de la chrcmatographie, la fraction &luée par le

tampon 0,05 M contient les gamma~globulines,

La fraction recueillie & 0,2 M, pH 6,5 renferme les
alpha-~lipoprotéines avec une grande guantité d'albumine, des
traces de béta-lipoprotéines et de globulines. Les résultats

-

sont reproductibles (fig. 4).

Il est nécessaire pour &liminer ces impuretés de faire
suivre la chromatographie d’une gel filtration sur Séphadex

G 200.

Nous obtenons deux pics (fig. 5). Le premiesr pic con-
tenant l'alpha-lipoprotéine, présente un épaulement de béta-
lipoprotéines qu'il faut éliminer. Le deuxidme pic contient

l'albumine, il est bien séparé du pic d'alpha-lipoprotéines.

Les alpha~lipoprotéines paraissent pures & 1'immuno-
électrophorése {(photo. n®l4), 3 l'immuno-précipitation par
double diffusion sur agarose (photo. n®15) at 3 l'é&lectropho~

rése sur agarose (photo. n®13}.

Ces solutions d'alpha-lipoproté&ines ont une concentra-
tion de l'ordre de 6 mg/ml. La migration est normale, on cb-
serve parfois dans la fraction d'alpha~lipoprot&ines une 1lé-
gére tadhe correspondant 3 une trace de bé&ta-lipoprotéines que

l'on peut aisément &carter lors d'une seconde gel filtration.
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. LEGENDE DES PHOTOGRAPHIES

Photogqraphie n® 11 :

Immuno~&lectrophorése d'une préparation de bé&ta~lipopro-~
téines. En (a) : béta-lipoprotéines obtenues aprés chromatogra-
phie sur DEAE ; en (b) : gamma~globulines s&parées de la béta~
" lipoprotéine ; en (c) : béta-lipoprotéines aprés filtration sur
gel de Séphadex ; en (y) : sérum de lapin anti-alpha-lipopro-
téines de rat ; en (2) : sérum de lapin anti-béta-lipoprotéines

de rat. Coloration 3 l'amido-Schwartz.

Photographie n® 12 :

Immuno~précipitation par double diffusion sur agarose
d'une préparation de héta-~lipoprot&ines. En (a) : béta-lipopro-
téines obtenues aprés chromatographie sur DEAE ; en (y) : sérum
de lapin anti-alpha-lipoprotéines de rat ; en (z) : sé&rum de
lapin anti-béta~lipoprotéines de rat. Coloration & l'amido-

Schwartz,

Photographie n® 13 :

Electrophorése sur agarose d'une préparation d'alpha et
de béta-lipoprot&ines. En (d) et (e) : élpha~lipoprotéine pro-
venant de deux pools de sérums différents, apré&s gel filtration
sur Séphadex;en (a) et“(c) : béta-lipoprotéines provenant de
deux pools de sé&rums différents, aprés chromatographie sur

DEAE.

Photographie n® 14 :

Immuno-&lectrophorése d'une préparation d'alpha~lipo-
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protéines. En (d) et (e) : alpha-lipoproté&ines provenant de
deux pools de sérums aprés gei filtration sur Sé&phadex ;
en (y) : sé&rum de lapin anti~alpha-lipoprot&ines de rat ;

en (z) : sérum de lapin anti-béta-lipoprotéines de rat.

Photographie n® 15 :

Immuno-précipitation par double diffusion sur agarose
d'une préparation d'alpha-lipoprotéines. En (d) : alpha-lipo-~
proté&ines provenant de deux pools de sé&rums aprés gel filtra-
tion sur Sé&phadex ; en (y) : sérum de lapin anti-alpha-lipo-
protéines de rat ; en (2) : sérum de lapin anti-bé&ta-lipopro-

téines de rat.
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E -~ Discussion.

Cette technique différe de celle qui est appliquée aux
lipoprotéines de l'homme (14} par de.nombreux points et plus

particuligdrement par :

a) La précipitation des béta-lipoprotéines.

Chez l'homme, cette précipitation a lieu 3 pH acide
{(5,5) et le polysaccharide employé avec le chlorure de magné-

sium est l'héparine.

Chez le rat, l'héparine est employée avec le chlorure
de magnésium ne permet pas une bonne précipitation des béta-~
lipoprotéines, on observe seulement une légére floculation
avec tendance & la flottation. Au contraire, avec le sulfate
de dextrane de P.M 2,000 000, on obtient une trés bonne pré&-
cipitation 3 +4°C. En outre, chez le rat, des précipitations
successives avec des mélanges sulfaée de dextrane-chlorure
de magnésium de pH variant entre 5 et 9 ont montré que plus
le pH &tait alcalin plus la quantité de bé&ta-lipoprotéines
précipitées &tait importante. Pour des raisons physiologiques,
la solution précipitante 38 pH 8,6 a été choisie de préférence
3 pH 9. )
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b) L'ultracentrifugation.

La premiére des deux dialvses qui précéde l'ultracen-
trifugation 4 D : 1,21, & 65.000 t/mn entraine la précipita-
tion du sulfate de dexirane restant aprés lfextraction des
béta~lipoprotéines. Contrairement au s&rum humain, aprés
ultracentrifugation, on n'observe pas de phase intermédiaire

entre la couche supérieure prélevée et la partie inférieure.

c) Les chromatographies.

Chez l'homme, lors de la chromatographie sur DEAER, la
béta et lfalpha lipoproté&ines sortent respectivement 3 des
tampons 0,15 M et {,2 M, tandis gue chez le rat, la béta sort

a 0,5 M, l'alpha-lipcprotéine sortant quant 3 elle 3 un tampon

0,2 M.

On sait gue chez le rat, il yv a plus d'alpha que de
béta lipoprotéines., Le présent travail montre que les lipopro-
téines du rat ont des caractéristigues physico-chimiques dif-
férentes de celles de l'homme. En outre, chez l'homme, la guan-—-
tité de béta-lipoprotéines est trés nettement supérieure a

celle des alpha-lipoprotéines.

La bonne qualité des lipoprotéines obtsnues est prouvée
non seulement par les propriétés de migration Electrophorétique

mais aussi par l'emploi gue pous avons pu en faire en physio-
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logie : étude de la demi-vie des béta et des alpha lipopro-

téines marguées in vitro ou in vivo au cholestéxcl 14 C-4,
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CHAPITRE IX

MARQUAGE ET DISTRIBUTION SAHNGUINE

DES LIPOPROTEINES ; DEMI-VIE

A -~ Introduction

La vitesse de rencuvelliement des procdines st des
lipides plasmatiques a &t& &tvdiée 3 maintes reprises paxr

des techniques isotopigues.

Plusieurs techniqgues sont utilisables pour esgtimer le renou-
vellement de ces mol&cules ; on peut administrer un précur-
seuy permettant de suivre la radioactivité spécifigue de
chagque fraction au cours du temps, on peut aussi injecter
une fraction marguée et &tudier sza disparition ({72). Cetts
deuxiéme méthede permet une interprétation plus aisfe, mais
on doit tenir compte des recyclages possibles de moiéoules

ou de fragments de molécules.

La durée de vie des lipides deg lipoprot&ines varie
beaucoup d'un lipida’é 1l'autre ; chez l'homme, les acides
gras libres ont une demi-vie trés courte de guelgues minntes
{113}, les triglycérides ont une dewi-vie de gquelgues heures

(114), guant aux phospholipides, leur demi-vie est de l'ordre



de trois jours {115, 116, 117, 118).

Le cas du cholestdrol est plus compleze en raison des
échanges rapides gui ont lieu avec les tissus {119, 126, 121),

la demi~vie est d'une 3 dix semaines.

L'&tude de la duffe de vie des lipoprotéines proprement
dite, a &t& moins poussée gue celle de ses composants lipidi-
ques, c'est~3~dire les acides gras, triglycériées,‘phaspholipi~“
des et cholestérol. La plupart des cherchaurs gui ont &tudié
la demi-vie des lipoprotéines ont incorporé préférentielliement;
in vitro des isotopes de l'icde ou du soufre dans la partie

protéique de la molécule (122, 123, 124, 125, 72, 126, 127, 129),

- Pouy certains autesurs, la durée de vie de 1'apoprotéine des
b&ta et des pré-béta-lipoprotéines semble dépendre de leur den-
sité.

Dans une série d'expériences ot les béta et les pré-b&ta-lipo-
protéines étaient marguées dans leur partie protéique par de
1‘1131, la demi-vie de l'apoprotéine variait de guelgues heures
pour les pré-béta~lipoprotéines de densité 0,98 (123,124), &
trois ou quatre jours pour les béta-lipoprotéines de densitsé

1,03 (123, 93}). Ces résultats sont confirmés par des expériences

utilisant du 3356125).

- Pour d'autres auvteurs, la demi-vie de 1l'apoprotéine des
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béta~lipoprotéines sans distinction est de l'ordre de trois

jours {122).

Quant 2 l'alpha-lipoproté&ine, si pour certains auteurs
5a demi-vie est 4d'un peu plus de guatre jours (122, 129, 93, §7)
elle est d'ure 4 deux semaines pour d'autres (126, 127).
La m&me expérience faite sur l'homme, le chien et la socouris,

a montré que la demi-vie des alpha-lipoprotéines marquées dans

~

=~

la partie protéique ‘& 1°1331 yariait 4'une esgéce a l'autre ;
de gquatre 3 cing jours pour l'homme, de trois & quatre jours

chez le chien, & douze heures chez la souris (67). Enfin dans
le cas particulier d'absence congénitale de bé&ta-lipoprotéines
chez lfenfant, la demi-vie des béta et des alpha-lipoprotéines

est &gale, de l'oxdre de 30 heures (128).

Moins nombreux sont les auteurs qui, pour des recherches
similaires, ont cherché 3 marquer la partie lipidigue des .lipo-
protéines in vitro avec un isotope du carbone par exemple (130,
131). Le marguage de la partie lipidique des lipoproté&ines, et
plus particuliérement du cholestérol ou des phosphelipides,
donne une demi~vie des béta-lipoprotéines de quelygues heures
(130) comme lors du marquage de la partie protéique {123, 124).
Si on en juge d'aprads les expériences faites 3 partir du cho-
lestérol ou des pﬂéspholipides, la partie lipidique des lipo~
proté&ines présente un métabolisme “"plus dynamigque” gue la par-

tie proté&igue (131}.



) ‘& notre connaissance, aujourd'hui, auvcune publication
n'ast parue sur le marguage *in vivo® de la partie lipidique
ligée § la partie protéigue de la molécule de lipoprotéine.

Nous avons &tudié le marquage "in vivo® de l'alpha et de La béta-
lipoprotéines de rat afin de connaltre la demi-vie de ces lipo-

protéines marquées apreés injection intraveinsuse chez leg rat

{281).



B - Matériel et Méthodes.

a) Marquage de 1la béta-lipoprotfine sérigque avec le
cholestirel 14 C-4.

Pour marguer uneé sclution de 10 ml de béta~lipoprotéines,
ayant une concentration de 1 mg/ml; nous avons procéd?d de la
fagon suivante : mélanger 450 myg de célite et 45 microcuries
de cholestérel 14 C~4 en scoluvicon dans 3 ml de Loluéne ; évapcref
& 56°C. Quand la célite 2st refroidie, ajouter les 10 ml de la
solution d4e bita-lipoprot8ines sérigues et agiter Jdoucement pen-—
dant trois heures & +4°C ; aprés plusieurs centrifugations, on
sépare le surnageant et on fait les mesuras suivantes :

- dosade preréine : 0,84 mg/mi

« radicactivité : 400 009 c.p.m./mi

scit une radioactivitd de 475 000 coups par minute et payr milli-

graimme de protéines.

b} Margquage de l'alphe-lipoprotéine sérigque avec le

Poux marguer uns so ? ion de 15 ml d’alpha-lipoprotdines,
ayant ung concentratlion de ) mg/ml,; nous avoas procédéd de la

fagen suivante : mélancer 2,5 g de c&lite et 10 mi de benzin



dans lesguels on a disscus 124 microcuries de cholestérol 14 C-4

dvaporer & 50°C. Quand la célite est refroidie, ajosuter les 15 ml

de la solution dlalpha-liipoprocdines sérigques, et agiter trés

doucement une heure toutes les trois heuves, pendant une jour~

née. Aprds plusieurs cenryvifugations, on séeare le surnageant et

on fait leg mesures sulvantes @
~ dosage protéine : 06,79 wng/ml

« padicactivitd : 200 200 c.p.m./ml

soit une radiocactiviité de 253 000 coups par minute €t payr milli-

gramne de protéines.

2) Marquage des lipoprorfines sérigues in vii

ik gt W B QIR 4D N iy WAL B

a) Marguage de la héta-lipoprotEine sérigue aveo lea
= R 1

chol&sﬁéral 14 C=3

Les animaux sont nourris pendant 1 mois au régime O

Qi

naire de lasboratoire auguel on ajoute 200 y de saindouy conhe

nant 0,5 millicuries de cholestérol 14 C~4 pour 10 kg dfal

La tencur an cholsstérel ect de 6,

Les pEta-iipoprotéines sériques extraites ot prrifiges ont
radivactivité spécifigque de 53,000 coups par minute et par
ligramme de cholestérol. Fo employany cette technigus, on

e

peut marguer de fagon satisfaisante les alroha-liponrotéines

L]

sérigues {300 c.p.m./mg de cholestérol).

irent

(radiocactivité spécifigque ¢ Ezﬁﬁniﬁé c.p.m. /g de cholestérol}.
G

7 g pour 1060 g de régine.
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-
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b) Marquage de la béta-lipoprotZine sérique avec l'acétate
de sodium 14 C~-4 {C.E.A.)}, dont la pureté chimigque a &té con-
trolés par titration acidimdtrique =t pay chromatographie en
phase gazeuse. La pureté radio-chimigne a &été controlée par
radio~chromatographis en couche mince et par radio-chromato-
grapnie en phase wvapeur. L'activité spdcifique est de 50 mCi

pour 82 mg.

Les animaux regeivent 0,15 mCi d'acétate 14 C-4 par voie
intraveineuse dans la saphéne, Vingt-guatre heures aprés cette
injection, le sang est prélevi pay cath&térisme de l'artére
carotide.

Les bhéta-lipoprotéines sériques extraites et purifides ont une
radioactivité de 4 500 c.p.m./wl, scit 45 009 coups par minute

et par gramme de protéines.

¢} Marquage de l'alpha-lipoprotéing sérigque avec la

Le-Leucinae 14 C~4

Nous employons de la L-Lavcine 14-C en sclution chiorhy-
drique €,01 N provenant, comme le cholestérol 14 C~4, du Com~
missariat 3 l'dnergie Avomigus {(SACLAEY).

Leg animaux ont regu tout d'abord 10 microcuries de L-Leucine

14-C par voie intra-péritonale ; quinze jours aprds, ils regoi~

vent 30 microcuries. Le lendemain, deux heures ¢t demie avant le



sacrifice, chaque rat reg¢oit 89 microcuries de Leucine marquée.
Les alpha-lipoprotéines sérigues, extraites et purifi&es ont
une radiocactivité de 52 000 c.p.m./ml, soit 3 250 000 coups par

minute et par gramme de protéines.

d) HMarquage de l'alpha-~lipoprotéine sérigue avec l'acétate

de sodium Y4-C-U

Les animaax reg¢oivent 0,15 mCi d'acétate 14 C~U par voie -
intraveineuse dans la saphéne. Vingt-quatre heures aprés cette
injection, le sang est prélevé par cathétérisme de l'artére
carotide. Les alpha-lipoprotéines sérigues extraites et puri-

figes ont urne radioactivitd de 25.000 c.p.m./ml, scit 30.000

coups par minute et par gramme de protéines.

3) Conduite 3 tenir

Nous avons injecté aux rats, par voie intraveineuse, 0,5 ml
de la lipoprot&ine sérigue du rat, dont nous voulions mesurer la
durée de vie.

Neuf rats ont regu ainsi une injection de béta~lipoprotéine séri-
que marquée in vitro, et 6 rats ont regu de la bBta-lipoprotéine
sérique margquée in vivo,

Douze rats ont regu déns la saphéne une injection d'alpha-lipo-
proté&ine sérigue marguie in vitre et 2 rats ont regu de l'alpha~

lipoprot@ine sérigque marquée in vivo.
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Les &chantillons sanguins (0,5 ml)} sont prélevés aux temps sui-~

vants, aprés 1'injection de la lipoprotéine :

- pour l'alpha-lipoprotéine : 5,25 minutes, et 5, 7, 8, 10,
13, 15, 17, 24, 48, 72, 80, %6, 114, 168, 192 heures.

- pour la béta-lipoprotéine : 15, 30, 45, 60, 75, 90, 12¢, 150,

180, 300 minutes.

Chacun des rats ne subira pas plus de six pré&lévements durant

la durée de l'expérimentation.

Chaque pré&lévement de 0,5 ml de sang fait l'objet d'une extrac-
tion des lipides par le mélange mé&thylal/mé&thanol : 80/20. L'ex~-
trait lipidique est désséché dans un flacon de comptage. On
ajoute 10 ml de liquide scintillaat (0,5 g P.O.P.O.P. ; 5 g P.P.O ;
20 ml liquide fluor ; 1 litre de toluéne), on compte dans unzcomp=
teur a scintillation liguide Nucléar Chicago.

L'extraction des lipides n'est effectude que si 1l'on a incorporé
un isotope dans la partie lipidique de la molé&cule de lipoprotéine

(cholestérol) ; Aans les autres cas, il s'agit de la radioactivité

sanguine totale.
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C - Epuration des lipoprotéines sériques inijectées dans le sang

N M B G

Dans le takleau II, nous avons exprimé : le pourcentage
de radioactivit® des lipides sanguins 3 différents temps aprés
l'injection de b&ta-lipoprotéine sérique, par rapport 3 la
radicactivité des lipides sanguins lors du premier pré&lévement
3 15 minutes aprés l'injection de la lipoprotéine marquée,

{Ce point de 15 minutes a donc pour chaqué animal la valeur 100).
Par ailleurs nous avons mesuré les teneurs en cholestérol corres-
pondant aux différents pr&lévements.

Nous remarquons gue la décroissance radioactive est plus lente
aprés l'injection des bé&ta-lipoprotéines marguées "in vive",
gu'aprés celle des béta-lipoprot@ines marquées "in vitro”.

Les valeurs du tableau 1I représentées sur coordonnées semi-
logarithmiques nous font découvrir pour chacune des bé&ta-lipo-
protéines une courbe composée de deux pentes (fig.6). La demi-
vie de la premiére pente est de 22 minutes pour les bhé&ta-lipo-
;protéines marquées "in vitro®. La seconde pente a une demi-vie

de 545 minutes pour la béta»lipapratéiﬁe marquée “in vivo" _an eohos.

lestérol C~14,450 minutes pour la béta-lipoprotéine marguée

®"in vivo" a4 l‘'acétate C-14, et de 139 minutes pour la b&ta-lipo~
protéine marquée "im vitro”. L'iajection de bé&ta~lipoprotéine
m'agit pas de fagon sensible sur les taux de cholestérol comme

. Az montre le tableau II.
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2) Alpha-lipoprotéines

Il était important de savoir si le cholest&rol marqué
introduit dans l'organisme avec l'alpha-lipoprotéine était
ensuite transféré dans d'autres lipoprotéines sanguines.

Pour cela, nous avons mesuré la radioactivité dans les alpha

et les béta-lipoprotéines sangquines des rats receveurs, 15 mi-
nutes et 20 heures apr&s l'injection de l'alpha~lipoprotéine
marquée "in vitro® au cholestérol C-14.

Le tableau IIY nous indique que 15 minutes aprés l'injection

dans le sang d'alpha-lipoproté&ine marquée in vitro au cholestérol
C-14, nous retrouvons encore 90 p. 100 de la radiocactivité dans
l'alpha-lipoproté&ine ; mais au bout de 20 heures, 64 p. 100 de

la radicactivité sanguine se retrouve dans les béta-lipoprotéines

ainsi que dans les globulines.

Au contraire, en ce qui concerne l'alpha-lipoprotéine mérquée

*in vivo" avec de l'acétate C-14 (tableau X), on constate gqu'~-
aprés l'injection de cette lipoprotéine marquée, les taux de
radiocactivité dans les différentes molécules sériques restent
inchang&s au cours des onze jours qui suivent l'injection de
l'alpha-lipoprotéine et qui correspondent 3 la demi-vie de cette
lipoprotéine.

Onze jours aprés l'injection §e l'alpha~lipoproté&ine marquée "in
vivo" & l'ac&tate C-14, on retrouve 76,7 p.100 de la radicactivité

sérique dans les alpha-lipoprotéines ; 6,6 p.100 dans les béta~
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lipoprotéines et 16,7 p.100 dans les globulines.

Sept heures et trois jours aprés l'injection d'alpha-lipopro-
téine, les taux de radioactivitds sériques sont trés voisins
de ceux observé@s au bout de onze jours avec 4 & 5 p.100 de

radiocactivité dans l'albumine.

Dans le tableau YV, nous avons exprimé la radicactivité
des lipides contenus dans 1 ml de sang prélevé 3 différents
temps aprés l'injection d‘'alpha-lipoprotéines marquées in“vitro"
par le cholestérol 14 C~4. Dans le tableau V, nous avons exprimé °
la radiocactivité d'lml de sérum pré&levé a différents temps aprés
1'injection d'alpha~lipoprotéines marquées "in vivo®” & la Leucine
C~-14. Les deux tableaux sont différents notamment dans la pre-

midre phase succé&dant & l'injection d'alpha-lipoprotéine.

Dans le cas d‘'une injéction d'alpha-lipoprotéine marquée "in
vitro" dans sa partie lipidique, la courbe d‘'é&puration de l‘'al-
pha-lipoprotéine est sujette 3 plusieurs fluctuations (tableaun 1IV).
La radlcactivité qui est d&ja faible 5 minutes aprés l'injection,
continue cependant 3 décroitre jusqu'i 25 minutes. A partir de
ce mement, la radioactivité des lipides sanguins crolt assez
rapidement, pour arriver & 13 heures & son maximum. A ce moment
13, la radioactivité est guatre fois plus grande qu'd 5 minutes.
Par la suite, la radioactivité d&croit assez rapidement jusqu'i
80 heures o elle redevient 3 peu prés &gale 3 ce qu'elle &tait
cing minutes aprés l'injection d'alpha-lipoproté&ines. De 80 heu-

-

res &8 200 heures, la décroissance radiocactive continus 3 se mani-
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fester, mais &’une fagon beaucoup plus lente.

La courbe d'Spuration de l'alpha-lipoprotéine marquée “in vivo"
dans sa partlie protéigque, est caract@rise uniguement par un
phénoméne de décroissance radicactive (tableau V). Catte dé-
croissance de la radicactivité des lipides sanguins, trés ac-
centuée de 5 miputes 3 48 heures aprés l'iniection de l'alpha-
lipoprotéine marquée, devient beaucoup plus pregressive de

48 heures 3 200 heures.

Ces deux courbes d'Spuration concernant l'alpha-lipopro-
téine marquée "in vivo™ et “in vitro® aprés la treizidme heure,
représentées sur coordonnées semil~logarithmiques; nous montrent
pour chacune dea alpha~lipoprotéines, une courbe composée de
deux pentes (fig. 7 et 7 bis). La demi~vie de la premiére pente
est de 20 heures pour les alpha-lipoprotéines marguées "in vitro™
et de 33 heures pour les alpha-lipoprotéines wmarquées "in vivo™.
La seconde pente a une demi-vie de 255 heures pour 1‘alpha-
lipoprotéine marquée “in vitro", et de 260 heures pour l'alpha-

lipoprotéine margquée "in viveo®™, seit onze jours environ.
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BFURATION de L°ALPHA-LIPOPRGIEINE
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B 9% ob %o 4 62 4 es w8 AW Vs e wa &8 8+ e F'3
& ] ]
[ 1 5 - 3
] 8
] =3 i
4 o W 2
wn 4
8 i
G SO W ®5 ye W v Y8 A et ws )
B
o3 ]
g e g
S 3 §
=4 Lol "
Ec‘; 1 . Sl L T * e
L] LS T - -t W W
o P
< H
=3 e
¢" SR IR RS LG S G 4 LY €A 8@ e
& .
A, e
< @ r
> @ E
- ;
o WE e SF X LR BE WU PO %k B ee
[ ¢
b & H
&~ i
r3 [+ o4
bl ~
ey ¢
= i
ook I e e o PG G ud s HE A eb R
i - s
e .
L L2
L o~
a & ™
X} H o
% 3 s ce on }al “h GE CE we SR sk e
1
" 1
¢ g’:‘ 2 s e E
5 » H
2 § -
g§
pat | 4h A% At e K Ge KB wE AR P
3 |
ﬁ : 24 i [
Da { [ Lol
uwy [ -
2 3
=
(2] LT IR TR MR Ve YE NS v B e
a3
51 g o
- w =
—
<
A T T L Y
a L ]
i G '
i E 2 -
’ H i
L] H é
B e ov sk e e e am kE S KR da ie Ak ee OB
3 ]
& | =] o~
[ 3 1 i3 e Gt 12 R
g § O oved vt 3d ¥
] 4 od e KX 8 o 4
2 !} W oG M ]
§ i § & D
§ o0 et ey
2 : Q@ Y
B 2% 26 id 6 e e we 4 uw AE ad a2 6e wv et




* (senbimyizaeSo].1wes SIUNOPIOO]) OATA UY sognbism pouygioadodyy.eydie,p

uor3oefur e31dv supnSuvs PITATION.O0FPEA ¥ op 6dwel AP WOIIVOF U UoTINTOAY

seined 6o SaNIl 6L 891 "o 08 gy ¥z 8¢
; 1 { i g ) i 11

o - 08
~ 001

GAIA N} sondumw  41-YH4TY

— 602

fuss juluds
‘e4

OATA NI SIHAOYYH SANIHIOUAOJIT-VHATY §3¢ NOIIVEnad ¢ ¢ '8



* {82nbum312eB0 1. TRAY BIFUUOPICOD) OIITA uy s2gnbiew ssurgjoadadyi-wydye p
uoyyteluy spade suinluse YITATISN-CIPRL ®] op 3duel nP WOTIONG] uD BOTINTOAY

lainay e saw3]  z6i 11 144} 58 2L gy ve €}

i } } H i 3 £ 115
~ 097
415,.0;0; -
e -
1
o]
009
o ™ 008
= 0003
O,
| No
QULIA Wy esmdivw  Ji-YH4TY oo/ ~ 5051

1049180338049 _.mﬁ\samﬁ
DMQ“IQ“

O4LIA NI 83EAOUVH SEANINIOWJOdI'I-VHATY Sad NOIIviAdd : 8%Q £ *81a



-~ 86 -

P -~ Discussion

¥) Béta-lipoprotéines :
Itétude de la demi-vie des béta-lipoprotéines marquées

au cholestérol 14 C-4 met particulidrement 1l'accent sur 1l'im-

portance des conditions de l'expérience en biologie et sur les

conséguences que ces conditions peuvent avolr sur les résultats.

Nous sommes ici devant deux expériences dont 1‘'approche
a &té faite de facon identigque : m@me race de 2ats, néme ge,
etc.. et surtout une technigue de séparation et de purification
de la lipoprotéine &tudiée gqui est exactement la méme d'une
expérience 3 l'autre. Le fait que la bé&ta-lipoprotéine igolée
soit marquée "ip vivo" ou "in vitro® dans sa partie lipidique
suffit pour que la durée de vie de la béta~lipoproté&ine soit
sensiblement modifiée. Les expériences faites sur la durée de
vie des béta-lipoprotéines “in vivo" nous donnent des demi-vies
nettement supérieuresz 3 celles des béta-~lipoprotéines marquées
"in vitro" : un peu plus de 2 heures "in vitro", de 7 & 9 heu~
res "in vivo* pour la demi-vie des hé&ta-~lipoprotéines, calculée
sur la deuxiéme pente de la courbe d'&puration. La premiére
pente de la courbe d'épuration des béta-lipoprotéines peut &tre
la conséquence de plusisurs facteurs : elle peut correspondre

a4 l'épuration accélérée d'une scus classe de béta-lipoprotéines
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physiologigue ou abim@e, ou encore 3 la digparition de choles-
térol non 1i& aux béta-lipoprotéines, gui pourrait Btre accro-
ché par example, 3 certaines impuretés.

On peut panser gue les lipoprot&ines marguées “in vitro®
peuvent Btre plus ou moins altiréesg &tant donnd la longueuy
de la manipulation, mais ceci n'est pas prouvé par les analyses
faites ici. Par ailleurs, il est de fait ¢que les techniques

de margquage “in vitre" sont rcettement moins onéreuses ; on neé

peut les rejeter & priovi.

2) Alpha-lipoprotéines :

S Ry

La premidre partie de la courbe d'épurxation des alphe-
lipeprotéines marguées in vitro a une allure complexe, comme

le montre le tableau IV. Il faut dissccier la courbe en olu

ar

sieurs trongens

-~ la décroissance radivactive de 0 3 285 minutes aprés 1l'in-
jection correspond probablement & la fixation trés rapide par
le gystéme réticulo-endothélial d'une majeure parcie des alpha-

lipoprotéines injecties.

- Neus pensons gue liaungmentation de la radiocactivitd de
25 minutes & 13 heures correspond & upe remise en circulation
progressive du cholestérel 14 C-4 ainsi fixé&, étant entendn

que le noyau mavrged de cette molécule ne peutr Stre détruit
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dans l'organisme.

~ Cette remise en circulation du cholestérol 14 C-4 se fait
en partie sous la forme d'alpha-lipoprotéines sériques, mais
beaucoup plus sous la forme de bé&ta-lipoprotéines, qui 20 heures
aprés l'inijection de l'alpha~lipoprotéine, contiennent 60 p.100
de la radiocactivité@ sanguine. Les connaissances actuelles dans
la physioclogie des lipoprotéines ne nous permettent pas d’'ex-
clure un mécanisme d'&change intra-vasculaire du cholestérol,
entre les alpha et les béta-lipoprotéines, cependant nous pou-
vons admettre que le cholestérol est fixé par le systéme réti-
culo~endothé&lial principalement au niveau des cellules de Kup-
pfer, puis de 13 transporté dans les hépatocytes voisins et
incorpord a ce niveau dans les lipoprotéines fabriquées dans
les microsomes et les corns 4= Golgi. On peut remarquer ici la

rapidité de ce processus.

Nous sommes donc 13 en présence d'une étape de synthése
des lipoprotéines. Cette phrase pourrait constituwer un handicap
dans l'étude ultérieure des facteurs gui agissent sur 1l'épura-
tion des lipoprotéines sériques ; en r&alité l'examen des cour-
bes de radiocactivité sanguine aprés la vingtié&me heure, nous

nontre gque cette radicactivité décroit suivant deux pentes.

~ La premidre qui est la plus rapide a une demi-vie de 1l'ordre

de vingt heures et correspohd probablement 3 l’'&puration des



b3ta--lipoprotéines.

- La devuxiéme pente, qui est beaucoup plus lente que la
rrécédente, a wne demi-vie légérement inférieuvre 3 oOnze jours.
Ce chiffre ﬂarrespanﬁ biles aux données Tournies par d'avtres
auteurs, 1l est identigque i ceux chtenus en marquant la partie

o

procéigque de la moliécule d'a 1nha~11amp ‘ot&ine.

Pour vérifier les ré&sultats dEcrits ci-dessus,; en Evitant

les causes dlerreurs dues aux transferts de cholestérel, il

‘J

ispensable de marquer la partie protéigue de l'alpha-

o
2

étalt ind
Lipoprotéine, afin d'cbtenir une courbe d'épuratiorn moins sujet-

te auax critigues.

Nous avons fait ce marguages avec de la leucine injectée
par voie intra-péritongale dans llanimal ; c'est donc un maxr-—
quage "in vive® des alpha-lipoprotéines. Ces lipoprotélines mar-~

guées in vivo sont injectBes § 1'animal &bt on constate

~ une premiére pente (demi-vie : 30 heures) correspondant
probablement 3 1'épuvation, scit dfune sous classe d*alpha~-

lipoprotéines, soit d'une impureté, ou peut &tre des deux.
~ la deuxidme pente, celle gui a wne demi-vie de 260 heures
{un peu moins de onze jours) correspord 3 1'é&puration de-

alpha-lipoproté€ine proprement dite.
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La comparaison des résultats concernant l'épuration des
,alpha~-lipoprotéines margu@es in vivo ou in vitro nous permet
de constater que la partie primitive, est trés différente
d'un marquage & l'autre ; mais la deuxidme pente, celle qui
semble bien représenter l'épuration de l'alpha-lipoprctéine
proprement dite, est &guivalente, quel que solt le marquage
utilisé, puisgque les demi-vies sont tyds voisines pour ne pas
dire égales ; presque onze jours avec les lipoprotéines mar-

quées “in vivo® ou "in vitro”.
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CHAPITRE IIIX

ROLE DU SYSTEME RETICULO~ENDOTHELIAL

SUR LE METABOLISME DES LIPIDES CIRCULANTS

I -~ ROLE D'AGENTS MODIFICATEURS DE L'ACTIVITE DU SYSTEME
RETICULO-ENDOTHELIAL SOUR LE RENOUVELLEMENT DU CHOLESTEROL.

A - Introduction

bDa&s 1881, RUTIMEYER (307) démontre qu‘'aprés une injec~
tion de sels de mercure dans l'organisme, on retrouve une
partie de ces particules dans les cellules hépatiques, les
cellules de Kupffer et dans la bile. Ces résultats sont con-
firmés en 1916 par MOLLENDORFP (297), puis en 1932 par
WEATHERFORD (298) d'aprés des travaux portant sur l'injection

de substances colloidales.

C'est en 1924 (299) que le terme systéme ré&ticulo-
endothélial est introduit pour la premiére fois par ASCHOFF
et en 1847 (300), la conception de bloguage du systéme réticulc
endothé&lial avait 4&3j3 suscité l'attention de plusieurs cher-

cheurs.

Actuellement, l'activité du systé&me réticulo-endothélial
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est déterminée dans la plupart des cas par une des méthodes

suivantes (132) :

~ Le “carbon clearance test" bas& sur le fait que la
défense non spécifique du corps est due essentiellement 3
l'activité phagocytaire du systéme réticulo-endoth&lial.
Ce test est défini par une valeur "K" représentant le taux
d'élimination du carbone dans le sang par les cellules réti-
cﬁlo-endothéliales (133, 134) ; il s'agit donc de l'estima-
tion de l'activité des cellules réticulo-endothé&liales

"fixées".

- Le "cotton pellet granuloma assay®" basé sur la réponse
inflammatoire aux implants de coton (135, 136), ol l'on me~-
sure l'activité des cellules réticulo-endoth&liales "libres”.
Cette technique consiste en l'implantation sous la peau de
boulettes de coton de poids connu, puis & leur exérése au
cinquiéme jour ; la différence entre le poids initial et
final de la boulette de coton séchée doﬁne le poids sec de

granulome (132).

Ces techniques ont permis de tester certaines substances,
de classer les produits agissant sur le systéme réticulo-endo-
thélial en agents stimulants ou bloguants du systéme ré&ticulo-

endothélial.
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a) Agents stimulants du systéme réticulo-endoth&lial.

Un adjuvant, le Freund {[Mycocbacterium butyricum) 210,
211, 212, 213, 214, 215, 217, 218, 219, 220,‘222, 223, 224,
225) ; des ocestrogénes tels que le l7-bé&ta-cestradiol, l'oes~
trone, 1l'oestriol, l'é&thinyl cestradiol, l'vestradiol mono~-
benzoate (i37, 138, 139, 140, lél, 142, 142, 144, 145, 14s,
147, 148) ; les agents infectieux comme le staphylococcus
albus (166), le B.C.G. mycobacterium bovis, 3arcina lutea,
Staphylococcus aureus, d'une fagon généralé toutes les endo-
toxines (226, 227, 228) ; certains lipides (163, 169, 170,
171, 172, 173, 174) et plus particuliérement les lécithines
(167) , lysolécithine et phosphatide peptide ; l'huile d'olive
et certains triglycérides (trioléine, tricaprine, tripalmi-~-
tine, tristéarine, 2-oléodistéarine) (175, 174, 177) ; la
lignine (179, 180}, le trianisylchloroéthyléne (175}, les
extraits d'amidon, la chlorophylle (175). Toutes ces subs-
tances injectées chez l'animal permettent une augmentation
du poids de granulome sec dans l'implant de coton, et une
diminution de la valeur K, correspondant 2 l'accé&lé&ration
du phénoméne d'é&limination du carbone dans le sang due i

l'activaticon du systéme réticulo-endothélial.

b} Agents dépressifs du systéme réticulo~endothélial.

Le carbone colloidal (186, 187, 188, 180, 161, 192,
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193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204,
205, 206, 207, 208, 209) ; le calcium (181, 182, 183, 184,
185) ; les esters alcools (éthyl palmitate, &thyl stéarate,
éthyl oléate, cholestérol oclé&ate) (175, 178) ; les corticoi-
des, la prednisone, l'hydrocortisone, la cortisone & haute
dose (133, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
159, 160, 161), signalons que la cortisone 3 trés petite dose
a un effet légérement stimulant (133, 151, 162, 163} ; la
testostérone 3 haute dose & un effet dépressif sur le sys-
téme réticulo-endothélial, alors gue son action est nulle

3 petite dose (164, 165). Avec ces produits, on observe
moins de granulomes dans les implants de coton chez les ani~
maux traités, l'€limination du carbone est ralentie par rap-

port aux té&moiuns.

Parmi toutes ces substances nous en avons sélectionné
quelgues unes, actives sur le systéme réticulo-endothélial

dans un sens ou dans l'autre,

Nous avons &tudié l'incidence qu'elles pouvaient avoir
sur le rencuvellement du cholestérol et sur celiui des lipo-

protéines,

La premiére expérience que nous décrivons icl, consiste
4 réaliser chez le rat un &tat d'égquilibre isctopigque (248,
249) par administration quotidienne d'une dose constante de

cholest&rol 14 C-4 dans l'alimentation. Lorsgue la radioacti-



vité gpécifique du cholestérol sérique est constante, nous
administrons aux animaux un agent modificateur de l'activité
du systé&me réticulo-endoth&lial. Nous avons suivi 1l’&volution
de la radioactivité spécifique du cholestérol sérigue soit en
poursuivant l'apport alimentaire de gholestérol radioactif,

soit en interrompant cet apport. (314).
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B - Matériel et méthodes

a) Incorporation du cholest&rol 14 C-4 dans l'organiswe.

1}

Les rats sont des mdles deg vace Spradue-Dawley élevés
dans notre laboratocire. Ils pé€sent environ 300 grammes au

début de l'expérience. )

i
|

Ces animaux sont nourris au régime ordinaire de

laboratoire contenant 15 microcuries de choﬁestér@l 14-C poux

25 kilogrammes d'aliment complet {(radirocactiyité& spécifique :
106 d.p.m./qg de cholestérol). La teneur du %égime en choles~

térol est de 0,07 g pour 100 grammes d‘alim%nt. Les rats

4

sont nourris & ce r&gime pendant cing semaiges, période a.

partir de laquelle la radicactivicé du choléstérol sérique
|

i
+

est statioannaire.

i
b) Injections et pré&lévements. ‘

!
* » o -~ -I -
~ Les injections et pré&lévements sont effectués sous
;
|

anesthésie g&nérale & l'éther.

- Le carbone colloidal est injecté p%r voie intravei-
neuse dans la saphdne. On injecte 2 ml de cirbone colloidal
d la fois. La préparation de 50 ml de caxbu%e colloYdal se

fait de la facon suivante : faire &vaporer i sec 10 ml d'encre
1
i
§
!

!
|
;
i
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de chine. Laver deux fois avec de l'eau distillée et é&vaporer,
reprendre le carbone sec dans 50 ml de chlorure de sodium

9 p 1000.

- L'adjuvant complet de Freund est injecté par voie
intra-musculaire dans la face postérieure de la cuisse, a
raison de 0,5 ml par injection., Le Freund est composé de
5 mg de mycobactérium butyricum dans 1,5 ml d'Arlacel A

(rannide-monolé&ate) et 8,5 ml de Bayol P (huile de paraffine).

- Les prélé&vements de 1,0 ml de sang se font dans la

veine jugulaire, 3 travers le muscle pectoral (308).

c) Mesure de la radioactivité spécifique du cholestérol

sanguin.

Les lipides totaux du sang sont extraits par le mélange
méthylal/méthanol : 80/20 ; la radiocactivité de ces lipides
aprés l’é&vaporation du méthylal/méthanol est mesurée dans un
compteur 3 scintillation liquide Nuclear Chicaqo, aprés addi-
tion de 10 ml de liguide scintillant. La solution de liquide
scintillant est composée de 1 litre de toluéne Merck, avec
0,5 g de phényloxazolyl benzéne (P.0.P.0.P), 5 g de diphényl
oxazole (P.P.0O) et 20 ml de Liquifluor. Le cholestérol est
dosé suivant la méthode de Assous et Girard, au perchlorure

de fer (30%8).
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et ot v

d) MEthodes statistiques (315).

Nous aveons employé le test t de Student pour la méthode

de comparaison de deux moyennes (petits &chantillons).
e) Conduite des expériences.

Trente rats sont mis au régime marqué pendant cing
semaines ; & ce stade correspondant & l'équilibre isotopique,

l'expérience se divise en deux parties :

-~ Expérience I : Quinze rats poursuivent le ré&gime marqué
et sont divisés en trois lots : un lot t&moin (5 rats) ;

un lot Freund (5 rats) et un lot de carbone (5 rats).

~ Bxpérience II : Aprés cing semaines de nourriture margquse,
les quinze autres rats sont mis au régime de laboratoire ordi-~
naire, non radiocactif, et sont divis&s en trois lots : un lot
témoin (5 rats) ; un lot Fresund (5 rats) et un lot carbone

(5 rats).

Au bout de la cingquiéme semaine de r&gime radiocactif,
au moment ol les rats de l'expérience 1Y sont nis au régime
.ordinaire, les deux lots "Freund™ et les deux lots "carbone®
de l'expérience I et II regoivent respectivement leur premiére

injection de Freund (6,5 ml) et de carbone colloidal (2 ml).




Ces injections se rencuvelleront tous les trois jours, pen~
dant dix huit jours, Les prélédvement sanguins des lots témoins,
Freund et carbone de l'expérience I et II ont lieu les premier,
quatridme, septiéme, douziéme et dix huitiéme jours aprés la

premié&re série d'injections de Freund et de carbone.
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C - Résultats
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Les particules de carbone colloiIdal injectées par vcie
intraveineuse dans l'organisme se trouvent trés rapidement in-

corporées dans les cellules du systéme v&ticulo-endothélial.

L'animal que nous &tudions icli a regu cing injections
de 2 ml de carbcone collofdal. L'autopsie de cet animal aprés
son sacrifice nous révéle trés visiblement que le foie, la
rate, les ganglions lymphatiques, le poumen et les surrénales
sont remplis de carbone. L'étude macroscopique montre que ces
particules de carbone sont incorporé&es dans ces organes a

l'intérieur des cellules,

La photographie n®l représente une vuz d'ensemble de

l1tanimal aprés son sacrifice.

La photographie n°2 nous montrevque le foie, la rate
et les ganglions lymphatiques sont 4'une couleur noire aussi
foncée gue l'encre de chine. Ces trois organes sont les fo-
yers principaux du systéme réticulo-endoth&liial, La surrénale
grise est plus foncée que chez les témoins ; le rein a une

couleur normale.
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ticules intracvtopiasmiques sont phagocytées par les cellules

de la parol des capillaires.

La photographie n®7 (¥ 720) représents une coupe de
ganglions lymphatiques. Nous remarquons que l'infiitrat impor-
tant de particules de carbone est intracellulaire. Comre pour
le foie et la rate, la concentration est tellement importante

que la structure cellulajire en est masquée,

La photographie n®8 {(x 720) représente une coupe de
poumen. Les fovers de carbone sont situés dans les veinules
pulmonaires, dans les monocytes sanguins et dans les espaces

extracellulaires des celliules de la paroi alvéolaire.

La photographie n®9 {(x 720) représente une coupe de
surrénale. De petits foyers de pavticules de carbone sont vi-
sibles uniguement dans la cortico-surxé&nale, ces particules
se trouvent dans les celliules conjionctives entre les cellules

corticales.

La photographie n®10 {(x 720) représente une coupe de
rein. Quelgues particules de carbone s hrouvent dans 1les
macrophages sanguing entre les tubes contournisz du rein, dlunc
fagon intracytoplasmigue au niveau dv glomirule. Aucune parti-
cule ne se trouve dans le tube rénal-, confirmant les résul-~
tats biologigues, a& savoir gue ie rat gard¢ ia totalité du

carbone injecté dans le sang.
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Les coupes de myocarde, intestin, aorte, ne révélent

pas la moindre trace de ces particules de carbone.

2} Ezp8rience

§ bt

P

Les animaux sont soumis a un régime marqué, d'une fagon

continue durant toute la duxée de l'expérience (tableau I).

Le traitement par les agents modificateurs du systéme

réticulo-endothé&iial n'a lieu que lorsque la radiocactivité

in

pécifigue sérigue est stable.

Avant le début du traitement les animaux non traitds des lots

"Freund®™ et “"Carbone® peuvent &tre considfrés comme des t&moins

Les animaux qui ont regu une seule injection de Freund
{agent stimulant l’activité du systéme ré&ticulo-endothélial}
présentent trente heures aprés, une diminution de la radio-
aotivité spécifigque du cholestérol sanguin qui est de l'ordre
de 20 p.100. Cette diminution qui n'est pas statistiguement
significative ne peut &tre accentuée par la simple augmentation

ds 1la dose cu de la frégquence des injections.

Les rats qul ont regu une seule injection de carbone
{agent bloquant du systéme réticulo-endoth&lial) nous montrent

gue la radicactivité spécifique du cholestérol sanguin est



TARLEAD I
EXPERIENCE I : Radio-activité spBeifique (R.A.8.) du cholestérol s&rique chez des rats

nourris au régime marqué et traitfs au Freund ou au catrbone
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ENDOTHELIAL 5UR LA BADYOACTIVITE SPECIFPIQUE DU CHOLESTEROL SERIQUE CHEZ

DES RATS NOURRIS AU RECIME MARQUE
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identique & celle des témoins. Néanmoins, d&s la seconde in-
jection de carbone, la radiocactivité spécifigque augmante de
fagon progressive, pour &tre a8 dix huit jours supérieure de
22 p.100 3 celle des témoins ; cette augmentation est statis-~
tiguement significative. Ces diffé&rences sont mises &n valeur
dans la figure 1 qui représente 3 différents temps la radio-
activité spécifigque du cholestérol sanguin des rats traités
par un agent modificateur de l'activité du systéme réticulo-
endothélial, par rapport & la radloactivité spécifigque des

té&moins.

Les différences de radicactivité entre les lots
carbone et Freund sont trés significatives 3 partir du doua-
ziéme jour.

Les différences entre le lot Freund et le lot témoin
ne sont pas significatives, elles atteigneant pourtant 20 p.100
dé&s le premier jour (le nombre d'@chantillons est petit).

Les différences entre le lot carbone et le lot témoin
sont seulement significatives pour le dix huitiéme jour de

prélévement (p = G,{05).

3) ExpZrience II

Les animaux sont mis au régime non radicactif au mo~-

ment de la premizre injection d'agent modificateur du systéme
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réticulo-~endothélial.

Le tableau I bis nous montre que, chez les témoins,
une interruption de l'apport en cholestérol 14 C-4 pendant
trente heures, a pour conséquence une diminution de la radio~
activité spécifique du sang de 50 p.100 ; cette diminution

atteindra 90 p.100 au bout de dix huit jours.

Les animaux traités au Freund (agent stimulant l'ac~
tivité du systéme réticulo-endothélial) présentent dé&s le pre-
mier jour une radicactivité spécifique du cholestérol sanguin
qui est de 20 p.100 inférieure 3 celle des té&moins. Cette
différence n'est pas significative.

Par contre au bout de dix huit jours, la décroissance
radioactive est la méme, qu'il s'agisse de témoins ou de rats

trait@s au Freund.

Les animaux traités au carbone fagent bloguant l'acti-
vité du systéme ré&ticulo-endothé&lial) pré&sentent, un jour
apré&s cette injection, une radiocactivité spé&cifigque sanguine .
identique 3 celle des témoins. Au bout de douze jours, la
radiocactivité spécifique du cholestZrol sanguin est supérieure
de 45 p.100 & celle des t&moins. Cette différence atteindra
77 p.100 au bout de dix huit jours. Ces différences statisti-
quement trés significatives sont mises en valeur dans la fi-

gure 2.

Les différences de radiocactivité spécifique entre les
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lots Freund et Carbone sont significatives dé&s le gquatriéme
jour, hautement significatives au douziéme jour.
Les différences entre le lot Freund et le lot témoin

ne sont pas significatives. Elles atteignent pourtant 20 p.100

dés le premier jour {(le nombre d'échantillons est petit)

Les différences entre le lot carbone et le lot témoin
sont havtement significatives aux douziéme et dix huitidme

jours de pré&lévement (p 0,01).



TABLEAY I bis

EXPERIENCE II : Radio-activité spécifigue (R.,A,S.) du cholestérol sérique des rats

traités au Freund ou au carbone aprds arrét du ré;ime marqué
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ENDOTHELIAL SUR LA RADIOACTIVITE SPECIFIQUE DU CHOLESTEROL SERIQUE CHEZ
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D - Discussion

- i o e Guts v - e <o A @ e

systéme réticulo-endothélial sur la radioactivité

- - ——

spécifigue du cholestércl sérigue.

[

Les expériences ci~dessus montrent chez des rats nor-
mpaux, nourris a un régime de laboratoire ordinaire apportant
du cholestérol radicactif, que la stimulation et la dépres-
sion du systéme réticulo~-endothélial dé&terminent des modi-
fications de la radiocactivité spécifique du cholestérol
sérique : augmentation progressive de la radioactivité Spé-~
cifique du cholestérol sé&rique lorsque le systéme ré&ticulo-
endothélial est blogué par le carbone ; diminution de cette

radicactivité lorsque le systéme réticulo-endothé&lial est

stimulé par le Freund.

On sait que le carbone a une action purement mécanique
saturant les cellules réticulo-endothé&liales et g&nant de ce
fait leur activité phagocytaire. Ce phénoméne est confirme
par la progression de la radiocactivité au fur et a mesure
que l'on accentue la saturation des cellules réticulo-endo-
théliales.rll est difficile d'imaginer un autre mécanisme que

celui du bloquage du syst@me réticulo-endothé&lial pour expli-

quer 1l'augmentation de la radioactivité du cholestérol. Il ne
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peut s‘'agir ni d'une augmentation de l'apport de cholestérol
radiocactif chez cet animal dont le régime n'a pas varié&, ni
d'une baisse de la synthése hé&patique du cholesté&rol comme
pourrait le suggérer la diminution de la pente de radiocacti-
vité aprés arrét du régime marqué ; en effet une action directe
du carbone sur les hépatocytes est exclue comme l'ont montré
les études histologiques, puisque le carbone reste fixé dans

les cellules de Kupffer,

inversément, on imagine mal par quel mécanisme autre
que celui de la stimulation des cellules réticulo-endothéliales
l'adjuvant de Freund pourrait accentuer le renouvellement du
cholestérol sérique. On est donc amené a suggérer que, dans les
conditions expérimentales réalisBes ici, le systéme réticulo-
endothélial intervient dans le métabolisme des lipoprotéines

s8riques au stade de leur fixation et de leur utilisation par

les tissus.

élusieurs études ont d&ja montré que des cellules réti-
culo-endothé&liales pouvaient capter les lipides ou la partie
lipidique des lipoproté&ines. On sait d'autre part que les cel-
lules de Xupffer captent le cholestérol alimentaire dans le
sang. Il est donc probable que les lipides sanguins et les
lipoprotéines soient captés par certains &léments du systéme

réticulo-endothélial,



Nos résultats montrent que dans ces conditions expé-
rimentales, une modification de l'activité du systéme réticulo-
endothé&lial retentit sur le renouvellement du cholestérol sé&-
rigque. On peut formuler l'hypothése gue le systéme réticulo-

sndothélial intervient dans le renouvellement des lipoproté&ines
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II ~ ROLE DES AGENTS MODIFICATEURS DE L'ACTIVITE DU SYSTEME
RETICULO-ENDOTHELIAL SUR L'EPURATION DES LIPOPROTEINES

SERIQUES.

A - Introduction

Nous avons émis 1l'hypothése suivante : le sys~
téme réticulo-endothé&lial joue un rdle sur l'&puration des

lipoprotéines sériques. .

Nous avons choisi une méthode de travail indirecte
pour aborder ce probléme. En effet, nous avons fait varier
1'activité du systéme réticulo-endoth&lial et &tudié l'inci-
dence que ces changements pouvaient avoir sur l'&puration

des lipoprotéines sériques.

Rappelons par rapport au systéme réticulo-
endothé&lial particuliérement quel est le r8le des quatre
substances que nous avons injectées 3 nos animaux. D' une
part, trois agents bloguant l'activit& du systéme réticulo-
endothélial : la cortisone, la testostérone, le carbone col-
loidal ; d'autre part, le feund, stimulant du systéme réti-
culo~endothé&lial. Classer ces quatre substances en “stimu-
lant® et "bloquant" de l'activité du systéme ré&ticulo- -
endbthélial serait un peu trop simple. L'unigue stimulant, le

Freund, est une substance qui ne semble pas avoir d'autre action
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concernant cette &tude, gue celle d'activer les phénoménes
d'élimination des substances véhiculées dans le sang. Pour
les trois substances bloguantes de l'activité du systéme
réticulo-endothé&lial, il en est tout autrement ; nous avons,
d'une part ; deux hormones : la cortisone et la testcstérone,
qui ralentissent les phé&noménes d'élimination des substances
véhiculées par le sang en bloguant le systéme réticulo-endo-
thélial, et cecl d'une fagon trés complexe en agissant sur
les cellules macrophages, de telle fagon gue l'activité pha-
gocytaire de ces cellules est mise en sommeil. Ces substances
ont un réle hormonal bien connu qui agit sur de nombreux
secteurs de l'organisme. Dans le cadre de cette expérience,
il ne faudra jamais perdre de vue que ces deux hormones ont
une action stimulante sur la synthése lipoprotéique, notam-
ment sur celle des béta-lipoprotéines. A cdté de ces deux
hormones, nous utilisons le carbone colloidal gui est aussi
un agent blogquant du systéme réticulo-endothélial, mais guil
semble uniquement agir par un phénoméne mécanique, car s'il
empéche les cellules macrophages du systéme ré&ticulo-endo-
thélial de phagocyter certaines molécules, c'est par une
action directe en étant lui-méme phagocyté, il géne alors

l'entrée d'autres molécules dans ces cellules.
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B - Béta~lipoprot&ines

a)} Conduite des expériences.

Les rats utilisés sont des miles de 300 g de race

sprague-Dawley.

Expérience N°1l : Béta-lipoprotéine marquée in vitre au choles-

t&rol C-14
L'expdrience est faite sur 12 rats répartis en 3 lots :

- 5 ratg forment le lot témeoiny
- 5 rats constituent le lot carbone. Ces animaux regoivent
2 ml de carbone collolidal par voie intraveineuse dans la saphéne
pendant quatre jours consdcutifs, juste avant llinjection de la
h&ta-lipoprotéine sérique marquée in vitro au cholestérol c~14.
= 2 rats seulement sont utilisé&s pour le lot Fréund. Ces ani-
maux regoivent C€,5 ml de Freund par voie intramusculaire dans
la face postérieure de la c¢uisse, pendant les guatre jours con-

sécutifs, juste avant i'injection de la béta-lipoprotéines

Expérience N°2 : B8ta-lipoprotéine marquée in vivo & l'acétate

C~14

L'expérience est faite sur 3 rats vé@partis de la fagon
suivante :
- 1 rat témoin,
- 1 rat traité& au carbone;
-~ 1 rat traitd au Freund.
Les traitements au carbene et au Freund sont 2ffectuds pendant

les 4 jours avant l'injection de héta~lipoprotéine margude in



vive 3 l'acétate C-14

La guantité de radiocacstivité iaiscede sous forrns de néta-
lipoprotéing peur varier d'un animal & 'avtre. Sgor cevite raison,
nous exprimerons nes résalents en pounrcentage de la radrcactiviid

8 15 mirnmtes.

Les prélévements de 0,5 ml do sang se font dans o velna
agelaire, 3 travers le muscle peovoral (3083, :15, 34, 4%, &0,
86, 124 et 130 minutes 2prés llinjection de la séta~-lipoprocdine

ro au chelegiér 14-C. Thaged rac ag 2ahira pas .
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b} Mesureg de la radicactivi®?d des lipides sargeins.

Les lipides totaux des 0,3 wl Jde sang smur exhezaits pax

. - ~

le néiange méuhylal méthanol : B0/ ¢ Lla yadisacuivicd dg cos
livides aprés Bvapcration du mi3thylal 3thunol 2ot mécucée dansg
an corpteur 3 scintijilaclon liguide : wmueléay Chicaygn. Le liguide

sointillant est constitué, dans 1 Lliezve ds wolasdne Marck, de 8,3 3

rhényl-oxazslyl~bansére {F.O.P.O.PY, dr 3 ¢ Az dizhényl-oxalols

{®

ds

{£.P.O.) est de 20 ml de Llguifluar

Compasition du carbone colloidal ob du freund.

&)
ot

- gayovone colloidal + failrxe Bvaporer 18 ml Atancre de

chise ; laver decx fois avee dg lisas 3distililée 3t évaporer.
Reprendre le carbone dans 58 mg dz chioruvrs c2 codium % p.iido
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- Preund ; 1,5 ml d'Arlacel A (mannide~monoléate)
8,5 ml Bayol P (huile de paraffine)

5 mg mycobactérium butyricum.

d) Méthode statistique (315).

Nous avons employé le test "t" de Student, pour la

méthode de comparaison de deux moyennes (petits é&chantillons).

2) Résultats :

W . A s A e

La figure 8 représente le pourcentage de radicactivité
des lipides sanguins & différents stades aprés l'injection de
la bé&ta-lipoprotéine marquée in vitro par rapport & la radio~-
activité des lipides sanguins lors du premier prélévement

15 minutes aprés l'injection de la lipoprotéine.

La figure 8 nous révéle que la courbe d'é@puration des
animaux traités auv PFreund présente une pente plus accentuée
que celle des témoins. En effet, la représentation semi-loga-
rithmique donne une demi-vie pour la béta-lipoprotéine des
animaux traité&s au Freund de 105 minutes, alors gue celle des
témoins est de 125 minutes., Nous n'avons pas utilisé suffisam~
ment d'animaux pour démontrer que cette différence est signi-
ficative. Cette méme figure nous montre gue contrairement

au Freund, l'&puration des béta-lipoprotéines est plus lente



chez les animaux traitfs au carbone gue chez 1es animsux ©é~
moins, puisgue la demi-vie des béta-lipoprotédines chez les

animaux traité&s au carbone sst de 18¢ minutes. Les différences

La figureffireprésenﬁa le pourgentage de vadinactivité
des lipides sanguins d différents stades aprds l'injection de
béta-lipoproté&ine marquée in vivo aveo de l'ac8ta“e C-14, par

rapport a la radioactivitd du szang lcors 4y premier prélévament

15 minutes aorés 1l'injection de la lipoproté&ine.

La figures 11 montre gque la courvbe 4'épuaration de la bbta-
lipoprotéine des animaux traités au Freund présente une pente
plus accantuBe que celle dzs tdémoins. Bn effet, Lz représenta-
tion semi~lcgarithmigue nous pernst ds caleuler une demi-vie
de 220 minutes, alors gue celle des hEnecins est 42 450 manutes.
Cette méme figure nous montre Jue contralirament au Freourd,
1'gpuration des béra-lipoerotéines est plus lents chez les api-
maux traités su carpore gqu2 chez les animaux tfmeins, pulsque
la demi-viez des bdta~lipomrotéines chez les animaux traités au

carbone est de 530 minutes.



Pig. 8 : ROLE DES AGENTS MODIFICATEURS DE LACTIVITE DD SYSTEME RETICULO-
ENDOTHESLYAL SUR L'EPURATION DES RETA~LIPOPROTEINES MARQUEES IN VITRD
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Discussion

- Y T o Uy " G -

En ce gui concerne le rdle des agents modificateurs
de l'activité du systéme réticulo-endoth&lial sur l'épuration
des béta~lipoprotéines, les ré&sultats aménent les mémes con-
clusions, gue cette béta-lipoprot&ine soit marquée in vivo 3

ltacétate C~14 ou in vitro au cholestérel C~14.

En effet chez les sujets traités au Freund, c'est-3-
dire dont l'activité du systéme réticulo-endothé&lial a été
stimulé, les béta~lipoprotéines sanguinres aurcont une durée

de vie diminuée par rapport 3 celle des t&moins.

Enfin, en ce qui concerne les animaux traités au car=
bone dont l'factivité du systéme réticulo-endothé&lial a &té
bloqué, les béta-lipoprotéines sanguines auront une durée

de vie nettement supérieure 3 celle des t&moins.

Le systéme réticulo-endothé&lialvactivéphagocyte donc
beaucoup plus rapidement les b&ta-lipoproté&ines injectées dont
la teneur dans le sang circulant diminue . Par contre, si le
systéme ré&ticulo-endoth&lial est "blogué", les béta~lipopro-

t&ines restent plus longtemps en circulation dans le sang.

Le systéme ré&triculo-endothélial joue donc un rdle sur
l'épuration des héta-lipoprotéZines dans les conditions expéri~

mentales gue nous avons ici réalisées.
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= Aipha-Liooprotéines

Pour r&aliser cette sxpériencs, nous utilisons cing

lots d'animaux que nous glaszscons ainsi :
- Lot "Témoins® 1 12 rats sont utilisés comme témoins,

~ Lot "Cortiscne” : 10 rats regoivent pendant les six jours
gui pracadent l'injection d'alpha-~lipoprotéine, 25 mg de cor-

tigone en intrawusculaire.

- Lot "Testostirone™ : 10 rats regoiveant pendaht les six
jours quil précédent i'injection d'alpha-lipopretéine, 25 m
de testostérons? sn intramusculaire, { i

- Lot *Carkone® : 10 rats reguivent huit Jjours avant L'in-~
jecrtion de l'algha»ligaprctéiﬁe, a intervalies r&yunliers

{un jouxr sur deux), 2 ml de carbone colloldal en intraveinguse.

~ Lot "Freund® : 14 rats regoivent mendant les zix jours
qui précédent l'injectiocn d'alpha~lipoproteineg, 0,5 ml de

Freund chnaguee mabtin,

Les quatre craitements se poursuivent pandant les gquatre
Jours qui succddent a4 l'injecitlion dlalpha~lipoprotdine. Au
temps 0, chacun des rats regolit soigneusement la méme guantitd

dfalpha~lincprotéine merguée par vole intra-veinsuse dans la



saph&ne, L'injection gui dure une dizaine de secondes apporte

3 chague rat 0,5 ml d'alpha-lipoprotélne, c'est-d~dire 508 060
coups par minute. Les prélévements 2 la jugulairve de 0,5 nl de
sang sont &chelonnés de 5§ minutes 3 368 heures aprés cette in-
jection. Chague rat ne subira pzs plus de 6 prélévements durant
la durée de l'expérimentation. Les lipides sanguins sont ex~

traits ; leur radicactivitéd est mesurdéa,

2) Résultats et discussion
Notre projet initial 2tait d'obktenir une sclution
dtalpha-lipoprotéirnes marguées suffisamment pure et stable, qui
soit physiologigue. Nous vounlions alors mesurer 1la demi-vie de
cette protéine injectész chez le rat, et juger les effats de
différents agents modificateurs de l'activiité du systéme réti-

cnlo~endothilial sur cette durde de vie.

En fait, nous avons &té confrontés au cours de cette
Btude, 8 une série de problémes expérimentan gui sont lids a
la difficulté d'cbtenir des aipha-~lipoprotéines marguées guli
scient parfaitemant paysiclogigues. L'analyse des tableaux
IV et V qui montrent la radioactivité du sang pendant les
guatre jours suivant liinjection dfalpha-lipoproteines marguées
in vivo ou in vitro, cend bien compre des Gifférences qui
existent entre les deux modes de marquage. Il semblerait gue

s .

contrairement av marguage in vivo de 1'alpha-~lipoprotd@ine, le
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marguage in vitro dénature partiellement certaines mclécules

d'alpha-lipoprotéines.

La figure 9 nous montre i'action des agents modifica-
teurs de l'activité du systéme riticule~endothélial sur 1'&vo-
lution de la radicactivité sanguine apré&s injection 4'alpha-~
lipoprotéines marquées in vitre. Les histogranmes veprésen-—
tent le nombre de coups pay minute et par mg de cholestérol
4 différents temps apreés l'injection de l'alpha~lipoprotéine,
Dans 12 courbe dz radicactivité sanguine; on peut distinguey

trois parties :

a) Fixation.

Lz premiére partie de la courbe de radicactivité san-~
guine corregpond & une miss hors circulation 47une grande par~
tie du chelestérol radioactif. Cette Etape dure 25 minutes
environ, au cours desquelles la presque totalité de la radio-
activité disparait du sang. On peut considérer gue cette ghase
correspond 3 la fixation des lipoprotéines injecties par le
systéme réticulo-endothélial, du fait méme qu'il s'agit de
lipoprotéines gui sont peut-&trxe partiellement dénaturées au
cours du marguage in vitro {(on n'observe pas cette phass aprés

une injection d'alpha-iipoprotéines marguées in vivo).

Lthyvoth&se d'une fixation par le systéme ré&ticulo-~-
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endoth&lial est encore renforcée par les résultats obtenus

chez les animaux gui ont &té& traités par un agent modificateur
de l'activité du systéme réticulo-endothé&lial : la décroissance
de la radicactivité apparait ralentie chez les animaux qui ont
regu un bloguant du systéme réticulo-endothélial (cortisone
surtout, testostérone; carbone) ; au contraire, le Freund,
stimnlant le systéme réticulo~endoth&lial semble augmenter

la fixation des lipoproté&ines.

b) Libération

La seconde partie de la courbe de radiocactivité san-
guine située entre 25 minutes et treize heures aprés l'injec~
tion de l'alpha-lipoprotéine, correspond a une phase . de libé-
ration de radioactivité dans la circulation sanguine.

Nous avons montré (tableau IXI) que vingt heures aprés l'injec-
tion d’alpha~lipoproté&ines, plus de 60 p.100 de la radiocacti~
vité injectée siégeait dans les béta-lipoprotéinss. Durant
cette premidre période, nous sommes donc devant un processus
d‘*incorporation du cholestérol radiocactii injecté avec les

alpha-lipoprotéines dans les b&ta-lipoprotéines.
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Certains auteurs ont suggéré que le matériel lipidique
(cholestérol d'origine exogéne notamment) utilisé par les
hépatocytes pour la synthése des lipoprotéines, transite par
les cellules dé Kuppfer avant de pé&nétrer dans la cellule

hépatique.

Cette deuxisme phase d'augmentation de la radicactivité
des lipoprotéines est d'interprétation difficile et nécessite

des recherches particulidres.

¢) Epuration

A partir de la treiziéme heure, la courbe de radioacti~
vité correspond essentiellement & l'épuration proprement dite
des béta~et des alpha-lipoprot&ines marquées. Les durées de
vie dans les cing lots entre treize et cent heures sont iden-

tiques ; figure 10.

Les demi-vies sont de 40 heures (lots :"témoins”,
"testostérone®, YFreund") et de 45 heurss (lots : "cortisone”,

et carbone®).

Les alpha-lipoprotéines &tant épurées pratigquement 3
la méme vitesse, qu'elles soien: soumises & l'action bloguante

ou stimulante du systé&me réticulo-endothé&lial, il samble donc
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d'autant plus gu'il s'agit d'un mé&lange d'alpha et de béta-
lipoprotéines, que la technique de marquage in vitro employée
ici, ne convienne pas pour cette Ztude.

C'est en effet un "pool® d'aipha et de b&ta-lipoprotéines

que nous étudions aprés la libération d‘'une partie du choles-
térol de l'alpha~-lipoprotéine injectée et sa captation par
les béta~lipoprotéines. L'expérience est donc trés criticable.
- Nous ne pouvons pas dans ces conditions expérimentale,
préciser le rd8le &ventuel du systéme réticulo-endothé&lial sur

1'épuration des alpha-lipoprotéines.
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IV =~ ROLE DU TISSU CONJONCTIF SUR LA FIXATION DU

CHOLESTERGL SERIQUE.

A - Introduction

Liaorte de rat ne fournissant que des quantités mini-
mes de tissu conjonctif, certains chercheurs ont &t& amend
d trouver le moyen de reproduire ce tissu dans une zone de

l'organisme plus accessible.

C'est seulement en 1951 gue GRINDLAY et WAUGH (229)
ont proposé pour la premi2re fois la technigue des implants
sous-cutanés d'é&ponges =n polyvinyle ; BOUCEK et NOELE de
1955 3 1959 reprenaient la mé&thode et la développaient (230,
231, 241, 242). Dans les chambres microporeuses de ces Epon-
ges se développe une guantité importante de tissu granuloma-
teux, avec fibroblastes et substance fondamentale. Ce tissu
granulomateux est morphologiguement identique au tissu sous
leguel il s’est ddveloppé.

A partir de 1966, JACOTOT et BEAUMONT (232) montrent qu'il
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existe certaines relations positives et significatives entre
l'acrte et le tissu &ponge, relations confirmées par la simi-
litude morphologique des tissus conjonctifs de l'artére et de
1l'é&ponge (233, 231).

Il existe d'autres procédés que les implants d'éponges en po-
lyvinyle, utilisant par exemple la prolifération conjonctive
qui succéde § llintroduction sous-~cutanée de certaines algues
(234, 235, 236, 237), ou bien celle gui accompagne la cicatri-
sation des plaies sous-cutanées et tendineuses (238, 239, 240).
La technique des éponges représente de nombreux. intéréts : une
réalisation aisée, une précision et une reproductibilité d'au-
tant meilleure que l'&ponge fournit une guantit@ de tissu suf-

fisante pour faire de nombreuses anralyses.

Le probléme gue nous avons 3 résoudre est 4'’apprécier
l'activité des cellules conjonctives dans la fixation et la
libération des lipides sanguins ; nous avons étudié plus par-
ticuliérement la fixation du cholestérol C-14 dans le tissu
conjonctif, en sachaant dfune part que la syﬁthése locale du
cholest8rol est négligeable (la majeure partie du cholestérol
qui apparait dans le tissu conijonctif provient des lipoprotéi-
nes sanguines) {243, 244, 245) et d'autre part que chez i'ani—
mai, les tissus ne psuvent dégrader le noyau stérol. La ré&so-
lution de ce probléme nécessite la réalisation d'un &tat d'é-
quilibre relatif par administration quotidienne de cholestérol

C~14 dans l'alimentation {250, 254).
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B » Matériel et Mathodes

a) Incorporation du cholestérol C~i4 dans l’corganisme.

Les rats Sprague-Dawley (300 g) sont nourris au r&gime
ordinaire de laboratoire auguel on ajoute 200 g de saindoux
et 0,5 mCi de cholestérol 4 C~14 pour 10 kg dfaliment (radio-
activité spécifique : 12,5.10% cpm/g de cholestérol). La te-
neur du régime en cholest®rol est de 0,907 p 100,
Certains rats regoivent le premier jour de la mise au régime .
marqué, par intubation gastrique, une dose de 10 4Ci d¢ cho-
lestérol 4 C-14 dissous dans 1 ml d'huile d'olive ; cette
technique a &t& utilisée pour obtenir un plateau de radiocacti~

vité spécifique plus &levé (tableau VI).

b) Bxtractions et dosages.

Trois tissus ont &té étudiés : l'aorte (intima + média),
la peau de la région abkdominale et le tissu conjonctif des
éponges. L'une des deux éponges implantdes & chague animal a
&té prélevEe au dix huitiéme jour du régime marqué. La deuxiéme
éponge, l'aorte ainsi que le fragmenit de peau ont &t& prélevés
au vingt cinguisme jour de régime,

Les lipides de ces tissus sont extraits aprés broyage suivant
la technique de FOLCH (310) ; 1l'extrait lipidique est dissous

par le chloroforme, une partie aliguote sert & mesurer le cho~
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lestérol svivant la technigue de Grigaut (311) d‘'aprés la réac-
tion de Lieberman-Burchard. Le cholest&rol libre et esté8rifié
des éponges a &té dosé par chromatographie sur couche mince

de silicagel.

c) Implantations.

La technique d'obtention du tissu conjonctif est celle
des implants sous-cutanés d'éponges en pclyvinyle, dans les-~
quels se dé&veloppe du tissu granulomateux. Les &ponges en poly~
vinvle chiruvrgical (etheron~Robbins instr. Co) sont dBcoupées
en petits parallélépipédes de 20 mm x 8 mm x 4 mm de cdt& ;
ils pésent environ 20 mg. Chague E&ponge est lavée au sérum phy-
siologique, séchée 3 l'air ambiant pendant trente six heures
puis stérilisée en chaleur humide 3 150°C. Au moment de l'im-
plantation, les &ponges sont humidifiées par du chlorure de
sodium 9 p 100. Socus anesthésie générale (injection au nébubar-
bital en intrapéritonéale et &ther au masqgque), on ré&alise une
incision verticale médiane d'un peu moins de deux centimétres
sur la peau de la ré&gion dorso~lombaire. Les deux Eponges sont
placées 3 plat dans le tissu sous-cutangd 3 droite et & gauche
de l'incision 3 un centimétre l'une de l'autre, s&praries par
un point de catgut entre las plans aponévrotiques superficiels
et profonds. On évite soigneusement la formation d'hé&natomes,

l'implantation a lieu la veille de la mise au régime marqué.
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1) Radioactivité spécifigue du cholestérol sérique
Tableau VI

Cage I :

Les animaux qui ont reg¢u uniquement du cholestérol
marqué dans l'alimentation, présentent une angmentation de
la radiocactivité du sérum gqui est trés importante pendant les
cing premiers jours pour devenir plus progressive jusqu'aun
dix huitié&me jour ou la radiocactivité spécifique atteint un

plateau.

Cage 1I :

Chez les animaux qui sont au méme r&gime mais qui ont
regu en plus 106 4/Ci de cholestérol C-14 par intubation gas-
trique, on constate tout de suite une tré&s forte augmentation
de la radioactivité spdcifique dans les premiers vingt guatre
heuraes, une légére diminution ensnite jusgu'av cinqui&me Jjour,
puis une augmentation progressive jusquiau dix huitidme Joury,
stade ou la radicactivité spécifique atteint un plateaun. Chez
ces animaux dans les temps considérés, le plateau est plus élevé
chez les animaux qui sont unigquenent au ré&g:me margqué, grice
& l'apport gastrigue de cholestérol C~1l4. Les différences
sont significatives. En ce gui concerne le délai d'appari-

tion du plateaun, il est le m8me danc les deux cas { 18 jours )
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mais 1l peut €tre repouscd Jusgufau trentidme jour.

gcifique du cholestérol

el Ty 0 w&owv.-

2) Radioactivitd s

¢t _les béta-lipoprciéines - tableau VII,
Les résultats montrent que la radiocactivité spéasifigue

. la teneur en cholestérol de laz solution 4'alpha-lipoprotéin
sont trés faibles (%00 cpm/mg de cholestérol}. lLa radioactivitsd
des héta-lipoprotéines est beaucoup plus forte (51.000 cpm/my
de cholestirol). Ces chiffves concsraent les lipopronéines du
sang de vingt rats, séparfes et purifides sunivant la tachnigque

que rous avons mise au point {Chaplcre 1),

spécifique du _cholegtérol

e . Uy A e

Gn constate gue la radicactivité spéEnifigue du choles-
térel du tissu comionrtif des &ponges est supdrisars 8 la
radivackivitg spEcifigue du cholastirol sérigue tout en 3tant

inférievre 3 la radiocactivind spicifivue des b&ta-liponrotiines

s@riguss. Tix huit jours aprés l'implantation des éponges, la
radicactivitd spécifique Aun tissu conjonctiy représente 70

50 p 100 de la radioactivitE cpécifique des béra-lipoprotfines
sérigues pour atteindre &0 3 S0 p 100 au wingt cinguifme jour,

Liangmentcation de la radicactivité spécifigue du tissu &ponge
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entre le dix huitiéme et le vingt cingquigme jours est de lor~
dre de 15 p,100 ; la diffsrence est significative. On peut
noter que des tissus gue nous avons étudié, c'est 1'éponge

qui a la teneur en cholestérol la plus &levée. Gréce a ces
éponges, nous avons &tudié les transferts de cholestérol entre
le sang et le tissu conjonctif d'’aprés un medéle expérimental
(306) constitu& par un systéme 3 deux compartiments ouverts,
le compartiment sanguin et le compartiment tissu éponge entre
lesquels se produisent les é&changes de cholestérol. Le flux
d'entrée du cholestérol dans le tissu conjonctif est de 0,4 ng
de cholestérol par gramme de tissu conjonctif et par jour.

Le flux de sortis est de 0,3} mg, soit une différence de 0,14 mg
de cholesté&rol par jour pour 1 gramms de tissu conjonctif. Ces
résultats sont en accord avec ceux qui sont donnés par le tra-
vail cité (306).

D'autre part la répartition du cholestérol dans les éponges,
dosé par chromatographie sur silicagel, nous montre que pour
les onze éponges &tudiées, 90 p.100 de la radiocactiviité du
cholestérol total se trouve sous forme de cholesté&rol libre et

10 p.100 sous forme estérifie.

4) Radiocactiviité spécifigue_du cholestérel dans la

A O P Wt IR N A T SO O T 300 o WP Tt s oty VB S B T WD G U Sk W Lo o T A A S AP B A (TR o v W B . oA I D e Ty e

S . - s s A TS I s s

Au vingt cvinquidme jour de régime marqué, la radio~

activité spécifique de l'acrte est trds élevEe puisqu'elle re-
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présente entre 70 et 90 ©.190 de la radiomctivité spicifique
du s&rum. La radicactivitd sp@cifigue de la psau 4 ce méme
stade veprésente 53 3 38 p 100 4s 1z radicactivité sérigue.
Cependant par rapport 4 1a radicectiviité spécifiocue des béta~
lipoprotéines s

rigues, le pourcertage s'akaisse vespective-

ment & 40 p.100 pour l'acrte et 30 p.100 pouxr la peau.

-
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D - Discussion

La question auquelle nous essayons de répondre dans
ce chapitre est de savoir sgi le tissu conjonctif joue un
xdle dans l'épuration des lipoprotéines,. o
Nous avons &t& amené tout d'aboyrd 3 préciser quels &taient
le ou les transporteurs du cholest&rol en sachant d'une

fagon générale gue ce sont les lipoprot&ines qui véhiculent

ce cholestérol du sang vers le tissu conjonctif,

On sait qQue le cholestérol C-14 introduit dans l'ali-
mentation des animaux peut &tre retrouvé dans les chylomi-
crons (312) dans les lipoprotéines (243, 313), et circuler

de cette fagon dans l'organisme.

En étudiant le tableau VII une des premiéres consta-
tations que nous pouvons faire est gue le cholestérol alimen-
taire n'entre qu'en trés petite quantité dans la composition
des alpha-lipoprotéines sériques ; par contre ce cholestérol
exogéne constitue la source princibale du cholestérol des
béta~-lipoprotéines.

A partir de cette premiére constatation, nous avons &tudié
l'apport dans le tissu conjonctif du cholestérol C-14 vahi-
culé principalement par les béta-lipoprotéines. Chez le rat
la quantité de cholestérol dans les béta-lipoprotéines est

supérieure d celle des alpha-lipcoprotéines bien gque la pro-
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portion d'alpha-lipoprotéines dans le sang soit beaucoup plus
importante {deux et demi 3 quatre fcis plus d°alpha-lipopro-
té&ines que de béta-~lipoprotéines dans le sérum de rat sulvant
nos expériences). Le fait que les alpha-~lipoprot@ines soient
trés peu marquées n'est pas uniguement di3 las faible teneux

en cholestérol comme le montrent les deux rapports suivants :

Radioactivité spécifigue du cholestd8rol des béta-lipoprotéines

-
-

Radiocactivité spécifique du cholestirel des alpha-lipoprotéines

134

Teneur en cholestérol des béta-lipoprotéines

o A
&3

- WA

Teneur en cheolestérol des alpha-lipuprotéines

2

sy

Le rencuvellement du cholestérol des lipcyxetéiﬁés bar le cho-
lestérol exocgéne (alimentaire) est donc trente et une fois'pxus
grand dans les b&ta-lipoproté&ines que dans les alpha-lipopro-
téines. Le corollaire indigue gque la majorité du chcelestérol
des alpha-lipoprotéines est du chnlestérol endogéne. Ces deux
notions, nouvelles, semblent trés importantes. Il serait bien
sy tyes intéressant de pouvoir évaluer l'apport dans le tissu
conijonctif de certaines mol&cules véhiculées par les alpha-

lipoprotéines et notamment les phospholipides.

Il était indispensable de préciser c¢e rdle des bé&ia-~
lipoprotéines transporteurs du cholestéreol pour aborder les
résultats concernant le tissu conionctif. Les résultats sur la

fixation du cholestérol montrent gque le tissu conjonctif doit



utiliser préfSrentiellement le cholestérol des b&ta-lipopro-
téines : en effet, on remarque gue la radicactivité spécifique
du tissu conjonctif des éponges est nettement plus forte que
celle du sérum {de lfordre de 40 p 100). Nous en d&duiscns

gue l'incorporation du cholestérol dans le tissu conjonctif
qui est trgs grande dans le grénulome de l'éponge {30€) se
fait essentiellement au dépend des b&ta-lipcprotéines, car
d'oll viendrait ce surplus de cholestérol sinon des bé&ta-
lipoproté&ines qui ont une radioactivitd spécifique supérieure-
de 15 & 30-p 10¢-3 rvelle du ﬁissn conijonceif suivant 1l'&ge

de l}éponge ? Il faut bien siir envisager un apport en cho-
lestérol endogéne dans le tissu conjonctif par les alpha~
lipoprotéines, mais la guantité ainsi fournie doitv &tre assez
faible. |

La concentration du cholestérol dans les éponges est environ
trois fois plus‘graﬂie gue dans le sang. Notons ainsi que la
radicactivité spécifigque du tissu conjonctif continue 3 c¢roi-
tre jusqu’au vingt cingquiéms jour, alors gque la radiocactivité

spEcifigue du sérum est en plateau & partir du dix huitiéme

jour.

En ce qui concerne la peau et ltaorte, leur radioacti-
vité spécifique est inférieure & celle des béta-lipoprotéines
et & celle du tissu conjonctif de l’éponge. Néanmoins, elle

est suffisamment importante pour laisser penser gque dans ces
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deux tissus et tout spécialement dans l’aorte, ce sont &gale-
ment les béta-lipoprotéines qui fournissent les lipides et
notamment le cholestérol des cellules ; ceci nous indique
bien que le tissu conjonctif a un r8le actif dans l'épuration
des béta-lipoproté&ines, sans gue nous ayons réussi 3 mettre
en &vidence l*action qu'il pourrait avoir vis a vis des alpha-

lipoproté&ines.
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CONCLUSIONS 3ENERALES

L'athérosclérose est une maladie pluricausale. Toute
rechaerche concernant ce problsme doit tenir compte de cette

notion fondamentale.

De nombreux travaux sont effectu@s actuellement pour
tenter de résoudre certaines questicns concernant l’athéros~
clérose et cecl dans différentes spécialités, que ce soit la
mé&decine ou la biologie, la physiologie, i'histologie ou la
biochimie. Il serait vain de pensexr résoudre glcbalement tous
les problémes gque pose l'athérosclérose dans le cadre d'une
recherche trop spérialisde, mals nous avons tenté dans un

domaine assez précis d'apporter quelgues &léments 3 la com-

préhensieon du mBcanisme de cetts maladie.

La fagon de concevoir notre suiet, qu'il sfagisse de
l'hypothése de travail, des recharches proprement dites ou de
la conciusion, repose sur une notion essentiells : l*athéros-

ons assoncifas : premidre~
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ment, un 4€pdt de lipides, constitud principalement de choles~



térol vEhiculé par les lipoprotéines, dsuxidmement, des modi-~
fications de la structure conjonctivo-élastigue de la paroi

artérielle.

Notre sujet d'étude : -~ &puration des lipoprotéines ;
rdle du systéme réticulo-endoth&lial et du tissu conjonctif -,
intéresse particulidrement les phinoménes concernant le premier
type de l&sions, clest~d-dire les 48pdts de lipidss dans l'ar-~
tére, que l'on ne peut pas dissccier du deuxiime type de 18~ ’

sicns se rapportant 38 la structure conijonctivo~&lastique de

cette méme artére.

On sait maintenant que les lipides prZsents au sein

des paroisg artérielles intéressées par le processus athéros~

b3

cléreux sont des lipides sanguins, normalement véhiculés par
les lipoprotéines sérigques. Nous savons dlautre part gu'il y
a normalement un transfert important de lipoprotdines trans-
portant du cheolesté@rol entre le sang et lfartére. On congoit

gu’une perturbation importante de ce transfert entrainerait

ane accumulation du cholsstérol dans 1'artére.

Nous avons &tudié& le transporteur, c'est-3-dire les
lipoprotéines, et 1l'une des substances vBhiculées : le choles-
térol. Houg avons cherché 4 préciser guelle pouvait &tre llac-

tion du systéme réticulo-endothélial et du tissu coanjonctif
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frd
far
e
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s s

suX ¢es iipoprotéine:

m

~ RBle du systeme réticulo-endnthdlial sur €puration des

lipoprotéines sériques :

A

Nous connaissons déid le prisence de lipides dang les
cellules macrophages des Lasions athéromateuses. Nows savions
par différentz auteurs, diuns part gue les celivies réticulo-

endothéliiale

91

Jeunalent an r&ls vrés Imporbant dans ia aynthése, |
lthydrolyse et 1'est8rification do cholestérol, eb dlauvtre
- ]

navt gu'il était possibie de provoguer dag Léolns arhé&roma~

teuses expérinentalement en bloguant IO -anae

thélial ot de stopper 1z prograssicwn seimulant

& dernier,

i

Aujourd'hoi.

qu'en srimulant cu en bicguarnt I sErculo-er

elest~3-dire en jouant sur Llactivird dez callales véd

endothéliales, acus pouvons falre varier dans up Zenys ov Jdans

cat@égories de lipoprotéine

e Lyshéme ré&ticnio-

endothdlial,; wnous pouvons accdléerey ['8&puralicn dss btaw-lipo-



protéines sanguines. Le bloguage des macrophages du systéne

e

véticulo-endothsill
trés sensible de 1°
avons monbré aussi,
téreol dlorigine ali

guine. D'une fagon

al a pour conséguence un ralentissement

gpuration de ces béta-~lipoproit&ines. Nous
cue ce blogurge a un eifet sur le choles-
mentaire en ralentissani son épuration san~

inverse, la stimulatiown du gystiBme yéticulo-

endothélial sexble activer les phénoménes d’'épuration du cho-
lestérol sanguin. Hous montrons d'autye part gne le cholestérel

dlorigine alimentaire se retrouve dans le sang sous forme ds

béta~lipoprotéines, et gue le systéme réticulo-endothilial ne

peut pas avoly d'action sur 1'&puration du chole z:ﬁa 1 sanguin,

zans aveir une action sur 1'é&puration des béta-~ gaprstelngs,

puisgue ce sont ces

L&ta-livoprotdines gut vdhiculent c¢e che-

iestérol dans le sang.

3v

ras de dire gue les

réticnic—-endoihélial

ar ailleurs, les résultats fournis lel ne permettent

modifications 2e ifactivité du systéme

entrainent un changement dans 1

tion des alpha-lipoprotéines, lesquelles jouent un rdle peu

important dans le métabolisme du cholestérol dlorigine alimen-

taire. D'aprés nos

celinles du sysr&ro

xpériences, si 1'on considére que les

z .

L&Y écu&cwenﬂwtxél 21 Hdouvent un réle sur la

vitesse €t la guantitd des béta-lipopretiings égur&m& ¢ ifon

congoit aisément gus teut oScrriema gui aboutirait 4 un déré-

b |

glement des celluleg réticulo-endothdliales en modifiant ifac~



tivité phagocvtaire dun systéme réticals-endoth&lial, pourrait
gtre une des causes d'appariticn des lésions athéromateuses.
On pourrait assister alors 3 des modifications, solt au niveaun
da la iipémie, goit Jdirectement av niveau de la formation de

3 -

la parci artéyvieiie ({(zndothélium, macrophage).

- R&Lle du tissu conjonctif sur l'épuration des lipopro-

réines sd8rigues :

Nous savons gque la parel des grosses et moyennes ar-
téres esr constitude en grande partie de tissu conjonctif, et

-

gue les cellules de la paroi artérislle sont apies & métaboli-
ser les lipoprotéines. D'autre part, ltaltération du tissu
conjonctif sous-intimal est perceptible dans le premier stade
de l'athéroscidrose. Nos exp@riences montrent gue ce sont prin-
cipalement les béta-lipoprotéines qui fournissent le cholesté-
rol aun tissu conjonctif de l'aorte et de la psau notzmment.
Cette notion est intéressante dans ia compréhension des méoa
aismes qui régissent l'athérosclérose, &tant donn& 1l'importance
des modificarions des structures conjonctive-élastigues de la

parci art@rielle et l'importance des dépdts de cholastérol sur

cette m8me paroi.
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e

§i l'cn admet que le tivcsu conjonctif jous un rdle
dans l'épuration des béta-lipoprotéines, st guun dériglement
de l'activité des cellules conjonctives paut influencer dans
un sens cu dans l'auntre la capacité de ces cellunles § capter
ou 3 stocker certains lipides, et plus particuliérement le
cholestérol des bé&ta-lipoprotéines, on congoit alors gu'un
tel dérdglement pourvait &tre un facteur important dans la
naissance des plagues d'athérome, ainsi que dans les modifica-

tions de la partie conjonctivo-€lastique de llartire.

Au terme de ce travail, on peut concevoir que le r»dle
du systéme ré&ticulo-endothdlial et du tissu conjonctif sur le

métabolisme des lipoproté€ines se fait dans deux dirsctions

- d'une part, un certain nombra d2 cellules disséminées
dans l'organisme it plus particuliivement les cellnles de Kup~
pfer du foie, et les cellules endothéliales pulmonaires, in-~
fluent sur le niveau de la lip8mie en fixant plus ou moins les

lipoproté&ines sérigunes, essentiellement les b&ta-lipoprotéines.

- d'auvire part. des cellnles dforigine massnrhymateuses
situées dans les parocls des grosses et moyennes artéres, gui

regroupent cellules intimales, fibroblastes et peut-8tre myo-

cytes et macrophages, interviennent dans le transfert permanent
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