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I N T R O D U C T I O N  
I 



La fréquence et la gravité-des accidents artériopa- 1 
thiques qui surviennent lors de l'évolution des hyperlipopru- 

téinémies rendent nécessaire leur diagnostic. L'identification 

précise du trouble lipidique est le guide indispensable du ! 
traitement, qu'il soit di6 tétique ou médicamenteux. C 'est pour-) 

quoi l'exploration biochimique des lipides et des lipoprotéines/ 

sériques a suscité ces dernières années de nombreux travaux, 
l 

Orienté par un examen clinique minuticus, le diagnos-~ 

tic d'une hyporlipémie est confirmé par un bilan lipidique corn-/ 

plet, classiquement fondé sur l'aspect du sérum à jeun, le do- / 
sage des constituants lipidiques ét surtout le lipoprotéinograni 

me. Les anomalies qualitatives et quantitatives de répartition 

des lipoprotéines sériques doivent être détectées pour parvenir 

à un typage précis de lthyperlipémie. 
1 

La recherche de l'erreur métabolique à l'origine de 1 
ces troubles a suscité le développement de plusieurs méthodes 

d'étude des lipoprotéines. Bien que décrites depuis longtemps, 

beaucoup d'entre elles posent encore d'importants problèmes et 

une étude critique s'impose. 

Le travail que nous présentons a eu pour but le déve- 

loppement de techniques simples dQexploration des lipoprotéines 

+ Dans le premier chapître, nous rappelons le métabo- 
lisme et les méthodes d'analyse usuelles des lipoprotéines. 

Toutes sont destinées à parvenir à une meilleure connaissance 

et à un typage plus précis de llhyperlipémieo 
Les données acquises à propos d'une lipoprotéine particulière, 



la ILp(a) lipoprotéine, sont ensuite proposées. Présente dcms 

le sang à des concentrations variables selon les individus, 
l 

la signification pathologique de cette lipoprotéine reste à 

préciser. 

+ Le deuxième chapître rapporte nos travaux person- 
nels. 

Ils consistent : - d'une part en l'analyse qualitative et 
semi-quantitative des lipoprotéines plasmatiques, 

- d'autre part en l'isolement à l'état pur 1 
de certaines classes de lipoprotéines. 1 
Deux techniques originales dgétude des lipoprotéines sont donc 

proposées dans une première partie. Elles se révèlent très 

utiles au dépistage, au typage et à la surveillance des 

hyperlipémies, 

L'une utilise l'électrophorèse en gel de polyacrylamide à 

gradient discontinu de PII et de concentration ; l'autre utilis 

les tests de précipitation sélective des lipoprotéines de 

basse et très basse densités. 

Dans la seconde partie, une autre orientation est d o m é e  à 

notre travail qui s'intéresse au problème de la purification 

des lipoprotéines, La mise ,au point d'une méthode d'électro- 

phorèse préparative en gel de polyacry1ami.de nous permet 

dsopposer une technologie simple aux très nombreuses méthodes 

déjà décrites pour la préparation à l'état pur de certaines 

classes de lipoprotéines. Nous les présentons et rapportons 

une applicaficin de notre technique à l'isolement, à partir 

dqun plasma d'un sujet dyslipoprotéinémique , de la ~p(a) 
lipoprotéine. 
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La revue générale que nous présentons rappelle 

brièvement quelques points fondamentaux de la biochimie 

des'lipides et lipoprotéines. Pour la réaliser, nous nous 

sommes inspirés de l'ouvrage : 

" Lipides et Lipoprotéines " 
Métabolisre et méthodes d'exploration. 

Applications au diagnostic et à la physio- 

pathologie des hyperlipémies. 

Par G. SEZILLE, J.C. FRUCHART, J. JAILLARD 

et P. DEWAILLY 

Première partie : Métabolisme des Lipoprotéines 

chez l'Homme (G. SEZILLE). 

Ed. Crouan et Roques - LILLE 1976 - 

-=-=-=-=- 



I N T R O D U C T I O N  

- -- - - - -- - - - - -- 
1 

7 l : 
1 

i 
1 
l 

Les lipides plasmatiques forment un groupe hétéro- 

gène de composés hydrophobes. Exception faite pour les acides 

gras non estérifiés, ils sont incorporés dans des complexes 

lipoprotéiques à caractère hydrophile assurant leur trans- 

port et leur distribution. 

-- 



Les complexes lipoprotéiques circulants sont dé- 

naturés par l'addition d'un alcool au plasma et les lipides 

totaux sont alors extractibles par un solvant approprié, 

L1 extrait global comprend : 

+ Des acides gras non estérifiés (ou AGNE) ........................................ 
Transportés par la sérumalbumine et accessoirement 

par les lipoprotéines, ces acides gras portent souvent le 

nom d'acides gras libres (AGL). Les principaux représentants 

sont les acides oléique 18 : 1 (n - 9) (38 5 )  , palmitique 
16 : O (28 $), stéarique 18 : O (15 $) et linoléique 18 : 2 

(n - 6) (9 $1 ; 

+ Des glycérides .............. 
Ce sont des esters dqacides gras et de glycérol : 

CH20H +- acide gras (position 1) 
1 

acide gras+I-IO - C - H (position 2) 

CH~OH C acide gras (position 3) 

Suivant le cas, il peut sqagir de mono (MG), di 

(DG) ou triglycérides (TG), Les acides gras y ont perdu 

leur caractère acide et les TG représentent la forme idéale 

de transport et de mise en réserve de l'énergie dans la 

cellule. Les principaux acides gras constitutifs sont les 

acides oléique, palmitique et linoléique ; 



+ Des phospholipides 
0 . .  0 0 . . . . . . . . . 0 . . .  

Présents daris toutes les lipoprotéines, ils cons- 

tituent la fraction polaire et assurent la mise en solution 

des .autres lipides. On les rencontre sous forme de glycéro- 

phospholipides ou de sphingophospholipides : 

- les glycérophospholipides ont la formule générale suivante : 
C112011 + acide gras 
I 

acide -3 HO - C 
1 l choline gras 
CH,OH <- phosphoryl 

6 1 éthanolamine 

Le principal représentant est la phosphatidyl- 

choline ou lécithine ; la lysolécithine résulte de la perte 

dqun acide gras, en général en position 2 où se situent de 

préférence les acides gras polyinsaturés (18 : 2, 20 : 4). 

- Les sphingophospholipides ne comportent qu'un acide gras, 
en général saturé ou très long, n'estérifiant pas une fonc- 

tion alcool mais engageant une liaison amide avec la fonction 

amine de la sphingosine. Dans le plasma, le principal repré- l 

sentant est la sphingomyéline, sphingophospholipide à choline : l  

acide gras ----) H2N - C - H 

+ Des stérols 
. . . . . * * 8 . 0 .  

Ce sont des alcools secondaires à structure poly- 

cyclique, en général associés aux lipides dont ils possèdent 

les oaractéres de solubilité. Dans le règne animal, le prin- 

cipal représentant est le cholestérol dont l'hydroxyle en 3, 
qui lui coizfère une certaine polarité, est estérifiable par 



un ac ide  g r a s  (souvent l ' a c i d e  l i n o l é i q u e  18 : 2) 

I 

- Q u a ~ t i t a t i v e r n e n t  , pour une l ipémie normale (comprise e n t r e  

5 ,5  e t  7 ,5  g / l ) ,  l e s  c o n s t i t u a n t s  l i l? id iques  plasrriatiques s e  

r é p a r t i s s e n t  comme s u i t  : 

. phospholipides 1 $ 5  à 2,8 g / l  (dont  70 $ de l é c i t h i n e  

e t  20 $ de sphingornyéliiie), 

c h o l e s t é r o l  1 , 5  à 2 , 8  g / l  (dont  70 $ e s t é r i f i é ) ,  

. g l y c é r i d e s  0,7 à 1 , 6  g / l  (dont  85 $ de t r i g l y c é r i d e s ) ,  

. ac ides  g r a s  l i b r e s  0,14 à 0,23 g/1 



L E S  C A R A C T E R I S T I Q U E S  D E S  

L I P O P R O T E I N E S  P L A S M A T I Q U E S  

A/ D E F I N I T I O N  DES LIPOPROTEINES ............................ 
Diverses protéines forment des complexes avec 

d'autres types de composés parmi lesquels des lipides, Il y 

a deux types de complexes protéines - lipides : les lipopro- 
téines et les protéolipides, 

Les lipoprotéines ont en général les propriétés 

de solubilité des protéines : elles sont solubles dans l'eau 

ou dans des solutions de sels faiblement concentrées, Les pr 

téolipides ont les propriétés de solubilité caractéristiques 

des lipides : ils sont insolubles dans l'eau et solubles dan 

certains solvants organiques, 

Normalement, les protéolipides sont absents dans 

le plasma, Cependant, pratiquement tous les lipides plasma- 

tiques sont trouvés dans les lipoprotéines. 

Les premières lipoprotéines ont été isolées par 

MACI-IEBOEUF en 1929 (128) à partir du sérum de cheval, Par pr 

cipitation par le sulfate dl ammonium et 1' acide sulfurique 

0,2 N, il isole un complexe lipoprotéique contenant plus de 

40 $ de lipides et 60 $ de protéines ; il est soluble dans 1 
à pH neutre ou alcalin. 

Le rapport lipide/protéine varie dans les lipopro- 

téines de 39/1 à 1/99,, Il caractérise ainsi différentes 

classes de lipoprotéines, Cette classification se fonde sur 



i 

les différences de densité des complexes, expliquées en partie 1 
par la coinposition lipidique particulière à chacun d'entre eux, 1 

B/ CLASSIFICATION DES LIPOPROTEINES (tableau 1 ,  ................................ 
page 13 ) 

Les phospholipides sont avec les triglycérides et 1 
le cholest6rol les constituants lipidiques de base des lipo- 1 
protéines ; de ce fait, ces macromolécules ont une densité 1 
(d) inférieure à celle des autres protéines et flottent en ~ 

l 
ultracentrifugation dans un milieu de densité intermédiaire. i 

Plus une lipoprotéine est riche en lipides, 

spécialement en triglycérides, plus sa densité est faible et 

plus le diamètre de cette molécule approximativeinent spliéri- 

que est important. On distingue ainsi, par ultracelltrifugatioxi 

dans un milieu de densité convenable, diverses classes de 

lipoprotéines. 

L'ultracentrifugation préparative définit ces classesi 

selon leurs densités respectives, et l'ultracentrifugation 

analytique selon leurs vitesses de flottation ou Sf déterminées 

dans un milieu de densité 1,063. 

a) les chylomicrons (d(0,94 Sf > 400) - - - - - - - -  
Ils sont dissociables par d'autres techniques en 

particules primaires (chylomicrons natifs) et particules 

secondaires (chylomicrons modifiés par interaction avec les 

autres lipoprotéines). On les trouve dans la lymphe ou le 

sang. Leur taux est déterminé, en période post-prandiale, 

par la nature de l'alimentation. 

Ces grosses molécules (75 à 600 nm de diamètre 

et plus) sont stabilisées mais non dissoutes dans le plasma. 



REPIIRTITION DES LIPOPl3OTEINES EX CLASSES 

poids moléculaire 

CIIYLOS 

V L D L  

L D L  

I 3Ex 

II D L 2 

3 

V I I D L  

Alb - AGL 

L P ( ~ )  

vitesse de flottation en unités SVEDBBI?G ( 1 0 - ~  cm/ 
sec/d~ne/~) 2 6 O  C d m s  une solution de NnCl 5 
1 ,063 g/~~il. 
représente moins de 5 $ des LDL isolées par ultra- 

x 
Sf 

> 400 

20 - 400 

12 - 20 

O - 12 

0 - 3  

centrifugation. 

Densi t6 
( ~ / ~ n l )  

< 0994 

0 ,94  - 1 ,006  

1 ,006  - 1,019 

1,019 - 1,063 

< 1,063 

< 1,125 

< 1921  

< 1 ~ 2 5  

>1925 

1 ,055 - 1 > 0 8 5  

~iaiiib tre 
( n m )  

100 - 10 2 

30 - 70 

15 - 25 

6 - 14  

4 - 10 

P.11. 
ino y en 

5 Io9 

7 ,5  10 ' 

295 10  
6 

3 , 9  . l o5  

1 , 9  . Io5 . 
1 ,5  . 10' 

6 9  . l e 3  

P1.C. 

o r ig ine  

r> r&-p  , I 

P 

' 

O< 

~ l b  

pré- P 

l 



El l e s  sont formées à p a r t i r  des g ra i s se s  exogènes e t  sont 1 

l 
responsables de l a  t u r b i d i t é  du s é r m  en période post-prandialei 

I 

b)  l e s  Very Lo~i Density Lipoproteins ou VLDL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
( 0 , 9 4 < d < 1 , 0 6 6  S f 2 0  - 400) 

E l l e s  fornent  un spect re  continu de  molécules 

de plus  en p lus  r i ches  en t r i g lycé r ides  e t  donc de p l u s  en 

plus volwnineuses, Leur dens i té  diminue par conséquent à 

mesure qu ' e l l e s  gross issent .  A l a  l i m i t e ,  e l l e s  sont respon- 

sables d'une opalescence du sérum e t  sont appelées lipomicrons. 

A 1' inverse  des chylomicrons dont 1 ' or igine  e s t  

exogène, c e l l e  des lipornicrons e s t  endogène, Selon certaims 

auteurs ,  i l s  sont  présents  dans l e  s e r u m ,  meme en période de 

j e h e  e t  ne sont  nullement a f f ec t é s  par  l e  régime a l imenta i re .  

Seul l e  nombre r e l a t i f  e s t  va r iab le ,  e t ,  dans ce r t a ines  formes 

d'hyperlipémies par exemple, il e s t  considérablement accru. 

c )  l e s  Low Density Lipoproteins ou LDL - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
(1 ,006<d<1,063 Sf O - 20) 

E l l e s  comprennent une f r a c t i o n  pr incipale  de LDL 

(1 ,019<d<1,063 Sf O - 12) e t  une f r ac t ion  mineure 

(1 ,006<d<1,019 Sf 12 - 20) de composition va r i ab l e ,  assurant  

l a  jonction avec l e s  VLDL e t  ne représentant  que 15 à 20 $ 
de l'ensemble des LDL. 1 

d)  l e s  High Density Lipoproteins ou HDL - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

E l l e s  se subdivisent en 3 groupes : 

- D L l  : f r a c t i o n  mineure de d<1,063 e t  de Sf O - 3 formant 

un épaulement s u r  l e  spect re  d ' u l t r acen t r i fuga t ion  analytique 

des LDL ; 



- HDL2 de d<1,125 ; 

- et IIDL prépondérante, de d >1,21, EFQIXG et colle ( 63 ) 
3' 

définissent les vitesscs de flottation de ces deux derniéres 

sous-classes à la densité 1,20, Elles sont de O - 3,5 pour 
les HDL et 3,5 - 9 pour les HDL2, 

3 

e) les Very Iligh Density Lipoproteins ou W L D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
(1,21<d<1,25) 

~uaiztitativement peu importantes, elles sédimentent 

avec les protéines. On ne sait pas encore s'il s'agit de 

VHLD natives ou drune altération des IDL2 ou HDL interve- 
3 

nant lors de ltultracentrifugation, 

f) le "résidu dtultracentrifigationtl - - - - - - - - - - - - - - - - -  
(d~132.5) 

Il contient encore quelques lipoprotéines mais es- 

sentiellement des complexes formés de sérunialbumine et d'AGL 

ou plus exactement de sérumalbumine, d1AGL et de lysolécithine 

La figure 1 (page 16 ) résume la classification des 
lipoprotéines obtenue par ultracentrifugation analytique ou 

préparative. 

A ces critères de détermination s'ajoutent ceux de 

ltélectrophorèse de zone, Placées dans un champ électrique, 

les diverses lipoprotéines présentent des mobilités différente 

résultant des charges électriques des composants ionisables ; 

cette propriété permet leur séparation, 

Différents supports sont utilisables : papier en 

tampon albumineux, agarose, acétate de cellulose, A pH 8,6 

on met ainsi en évidence par ordre de mobilité croissante : 



F I G U R E  1 *.....*..* 

CLASSES ET SOUS-CL,a:SSXS DE LIPOPROT.ZINUS ........................................ 
SEPLIREES PLLR ULTIbICFiNTlII  MJCzITI  O?; LLXL? LYTIQUI!: 2T PI?EP~\R.t$TIVE .......................................................... 

FLOTTATION SEDIMENTATION 

1 - 
L P  de  i L P de 

basse densi té haute densité 

Classes de Chyle. VLDL LDL HDLÎ 
d'ultracentrifugation lipoprotéines 



chylomicrons, bêta-lipoprotéines (LDL), pré-bêta-lipoprotéines 

(VLDL) , alpha-lipoprotéines (IIDL) . La dénominat;ion se fait 
en fonction de la migration correspondante des protéines sé- 

riques majeures lors de ltélectrophor&.se associée à une colo- 

ration spécifique des protéines : 

- les VIIDL évolueilt parallèlement à la sérumalbumine, 

- les alpha-lipoprotéines évoluent parallèlement aux 
alpha-1-globulines , 

- les b& ta-lipoprotéines évoluent parallèlement aux bSta- 
globulines, 

- les pré-bêta-lipoprotéines évoluent parallèlement aux 
alpha -globulines, 

2 

- les chylomicrons évoluent parallèlement aux gamma-globulines. 

Outre ces cinq classes majeures de lipoprotéines 

précédeniment décrites, il convient de signaler l'existence de 

lipoprotéines particulières : 

+ la ~ ~ ( a )  lipoprotéine ..................... 
Longtemps associée à une marque de polymorphisme 

génétique, cette lipoprotéine n'a pas encore d'implications 

pathologiques connues. Elle existe probablement chez tous les 

individus, mais en quantité très variable. De composition par- 

ticulière, elle a une densité comprise entre 1,050 et 1,080. 
Sa mobilité électrophorétique sur agarose est celle des pré-bêtc 

lipoprotéines, mais en ultracentrifugation elle sédimente 

la densité 1,006, d'où son nom de "sinking pre-beta-lipoprotein" 

+ la lipoprotéine flottante ou l1 I) VLDLtt ....................................... 
- Normalement présente en petite quantité dans le 

sérum, on ne la décèle que dans une forme relativement rare 

dthyperlipémie primitive. Elle a une mobilité électrophorétique 

de type bêta, et flotte à la densité 1,006 en ultracentriîu- 
gation. I 



Cette lipoprotéine apparaît dais le sérum cle sujets 

atteints dtict&re par obstruction, 

Il s'agit d'une lipoprotéine anormale, riche en 

cholestérol, et surtout cn phospholipides. En ultracentrifu- 

gation preparative, on la retrouve dans la fraction de densité 

< 1,063 et son isolement ne peut se faire qu'après imuno- 
précipitation des LDL avec un iinmunsérum spécifique aiiti-LDL. 

Elle est imrnunologiquement distincte des LDL et des HDL mais 

possède un déterminant antigénique comi~un avec les VLDL, 

C/ REPARTITION QUANTITriTIVE: DES LIPOPROTEINES .......................................... 

Le tableau 2 .page 19 fait état de résultats enre- 

gistrés chez des sujets normaux agés de 16 à 65 ans. 

Le plasma est surtout riche, chez le sujet à jeun, 

en IlDL et LDL. Les variations individuelles sont importantes, 

surtout au niveau des VLDL et parfois des LDL, les taux,de 

HDL étant en général stables pour un sujet donné. Le sexe, 

l'$ge, le régime alimentaire, le poids corporel, le degré de 

sédentarité soiA~t les principaux facteurs de variation. C'est 

ainsi que les LDL et VLDL sont plus abondantes chez 1 'homme 

et que les HDL sont majoritaires chez la femme. 

D/ COFPOSITION DES LIPOPROTEINES ............................. 

Elle permet d'expliquer le comportement différent de 

ces macromolécules en ultracentrifugation et en électrophorèse 

puisque chaque classe se caractérise par son rapport lipides/ 

protéines, par la composition de sa fraction lipidique et par 

celle de sa copule protéique (tableau 3 page 23 ) *  



REP,UXTITIOS QUhNTIT.iTIVE DES PRINCIPALES CIASSXS DE LIPOPROTI2INES ................................................................. 
CIIIT'Z L X  SVJET NORNAL A J E U N  ........................... 

Chylomicrons 

- - i I i - I i - I i . - - - -  

V L D L  

L D L  

- - - - - - -  
H D L 

i 

1 IO bME 

0,11 2 0,13 g / l  

- - -  - - - -  
+ 

1,10 - 0,50 g / l  

- r - i i . . - i - - . - - - - - - - -  

+ 
4,10 - 0,GO g / l  

- - - - - - - - - - - . - L - -  

+ 
2,70 - o,20 g / l  

? 

F ~ I  c.1~ 

+ 
0,03 - 0,03 g/l 

- -  - - T  

-f- 
0,50 - 0,30 g / l  

+ 
3920 - 1 , l O  g/1 

- - - - - . - .  

+ 
& , & O  - 0,70 g / l  



a) composition en lipides - - - - - - - - - - -  
Les variations dè la composition lipidique des 

différentes classes de lipoprotéines précédemment décrites 

sont quantitatives plut8t que quaJitatives. Elles sont 

déterminées par la fonction physiologique de transport des 

lipides relatives à chacune d'entre elles, et vraisembla- 

blement par la stabilité exigée par la molécule. 

Tous les types de lipides connus dans le plasma 

entrent dans la composition des quatre classes majeures de 

lipoprotéines : 

Classe de lipides 

Lécithine 

Sphingomyéline 

Lysolécithine 

Phosphatidyl-sérine 

~hosphatidyl-éthanolamine 

Phosphatidyl-inositol 

Polyglycérol-phosphatides 

Cholestérol libre 

Esters de cholestérol 

Triglycérides 

 e es chiffres Sont donnés en $ du poids). 



La fraction de densité > 1,21 sa caractérise par 1 
un taux très faible de lipides (1 à 2 $), le reste étant for- 1 
mé de protéines. t l 

Les VI-IDL ont une composition lipidique relativement 

semblable à celle des HDL ; cependant, le résidu d'ultra- 

centrifugation (d ) 1,25) contient la plupart des AGL et 

une quantité importante de lysolécithine (30 à 70 /-o des 
phospholipides) , 

b) Composition en protéines - - - - - - - - - - - -  
Le pourcentage de protéines varie en fonction de 

la lipoprotéine : 

- les chylomicrons n'en contiennent au maximuln que 2 $. Ils 
sont enrichis au cours de leur trajet dans la circulation 

lymphatique ; 

- les VLDL en contiennent environ 8 à 10 $ ; 

- les LDL : 20 à 22 $ ; 

- les HDL : environ 50 5. 
Il existe de nombreuses dénominations concernant 

les copules protéiques (ou apoprotéines) des lipoprotéines. 

En fonction de la complexité des procédés utilisés dans La 

séparation, la liste des diverses apoprotéines (apo) s'al- 

longe. En se fondant sur les travaux de SCUTU et ALAUPOVIC 

(164, 1 ), la classification suivante peut Qtre admise : 

Apo HDL IV 

Apo VLDL 1 

Apo VLDL II 

M = majeur m = mineur a = absent 



Trois groupes importants d'apolipoprotéines sont 

donc décrits selon la nomenclature d ALAUPOVIC' : apo-A , 
Apo-B, apo-C. Récement d'autres apolipoprotéines ont été 

décrites : 

- l'apo-D trouvée dans les HDL et les VLDL ; 
3 

- l'apo-E trouvée dans les VHDL et les LDL de Sf 12 - 20 ; 
- l'apo-lp(a) associée à llapo-B et à la séru~nalbumine dans 

la ~p(a). 

Ces apolipoprotéines sant intégr&es dans des uni- 

tés lipoprotéiques comprenant des sous-unités structurales 

stables associées à un nombre variable de sous-unités fonc- 

tionnelles impliquées dans le transport des lipides. C'est 

ainsi que l'apo-B est un élément essentiel de la sous-unité 

structurale des chylomicrons, des VLDL et des LDL qui com- 

prend en outre du cholestérol et des ~hospholipides. Ltapo-A2 

est de même l'élément protéique de base de la sous-unité 

structurale des HDL. A l'inverse l'apo-C figure, avec les 

lipides transportés, dans les sous-unités fonctionnelles. 

La répart'ition des lipoprotéines en classes est 1 
essentiellement fondée sur des critères de densité. A 1 ' inverse 
ALAUPOVIC ( 4 ) propose un système de classification uni- 
quement fondé sur les apolipoprotéines comme critère de dif- 

férenciation de trois familles principales : 

Selon cet auteur, les densités des différentes 

macromolécules varieraient au sein d'une même famille en 

fonction des charges lipidiques du morilent expliquant la 

présence de l'apolipoprotéine correspondante à différents 

endroits du spectre de densité de l'ultracentrifugation. 



TABLEAU 3 
. . * . . . . a * . .  

COEIPOSITION SCTIEI~LZTIQUE DES PiZINCIPALES CLASSES ............................................... 

x e n  5 d u  poids d e  lipoprotdine 

PL : phospholipides 

CE : cholestérol estérifié 

CI3YLOIIICRONS 

d<C, 94 

V L D L  

d < l  ,006 

L D L  

d <i ,063 

H D L  

d < l  ¶21  

V I I D L  

d>1 y21 

: ' triglycérides 

PROTEIRI~S" COFfLOSlTION LIPIDIQUE RIZPPORT 

LIPIDES -k ( eiz rnrriole 5;) 

PL CL 

2/98 

lO/go 

24/76 

53/47 

62/38 

TG CE/CL CE 

7 

19  

22 

44 

83 

78 

4 9 

9 

7 

8 

111 

113 

2 , 1  

315 

8 

L 

8 7, 

1 5  

18 1 4  
I 

3 2  

, 4 7  22 , 
69 

3 8  1 1 1  - 
49 

8 1 

9 



I 

La figure 2 (page 25 ) dresse les corrélations 
entre les familles de lipoprotéines et les classifications 

selon les crithres d t  élec troph.orèse et de densité. 

C/ C O P l P O S I T I O N  EN GLUCIDES ....................... 

Les lipoprotéines sont en fait des lipoglycopro- 

téines mais les glucides ne représentent qu'un faible pour- 

centage, de l'ordre de 1 $ en poids. 

La composition de la copule glucidique des chylo- 

microns et des VLDL est incertaine. Les LDL contiennent des 

hexoses (galactose et mannose) ( 3 , 2  g), de la glucosamine 

(1,2 g), de l'acide sialique (0,2 g). Les IIDL renferment 

une plus faible quantité d'hexoses (galactose, mannose, 

glucose) (1,5 g) mais une quantité similaire de glucosamine 
(1,5 g) et d'acide sialique (0,S g). Ces taux sont exprimés 

pour 100 g de protéines. 

Les modifications pathologiques de ces composarlts 

et leur. signification sont encore inconnues. 

En ne tenant pas compte du faible pourcentage de 

glucides, on peut résumer la composition lipoprotéiqiie des 

principales classes de lipoprotéines selon le tableau 3 

(page 2 3  ) *  
On observe que les phospholipides varient dans le 

meme sens que les protéines lorsqu'on passe des chylomicrons 

aux VHDL et que les triglycérides ne figurent en proportion 

importante que dans les chylomicrons et les VLDL. Ce tableau 

montre également les proportions importantes de cholest8rol 

total des LDL et I-DDL et l'augmentation progressive du 

rapport cholestérol estérifié/cholestérol libre lorsquton 

passe des chyloinicrons aux VHDL. 



C ORIIELATI ORS ENT111i FXlfI  LLES DE L 1 P C ) P R O T E I N E S  ............................................ 
ET C L A S Ç I ~ l ? I C I I T I O N S  SELON 1Ji:S CI?ISEIZ!<S ..................................... 

F A M I L L E S  D E  L I P O P R O T E I N E S  

P R O F I L  E L E C T R O P H O R E T I Q U E  

ww- : amplitude proportionnelle aux concentrations eil une 

fainille de lipoprotéines pour un compartiment de den- 

sité. 

- : possibilité de concentrations variables en un type 
donné dfapoprotbine en fonction de variations indi- 

viduelles liées à l'état métabolique ou nutritionnel. 



Au niveau de la molécule lipoprotéique, les phos- 

pholipides, le cholest6rol libre et la copule protéique cons- 

tituent une fine pellicule autour du noyau central où se 

trouve la fraction soluble, lipides apolaires que sont les 

triglycérides et le cholestérol estérifie. Le r81e des phos- 

pholipides et du cholestérol libre est de maintenir la struc- 

ture comme ils le font au niveau des membranes cellulaires 

avec lesquelles ils sont échangeables, 

E/ BIQSYNTEIESE ET SECLILTION DES LIPOPROTEXNES .......................................... 

Deux organes sont impliqués dans ces métabolismes : 

la muqueuse intestinale et le foie, 

La muqueuse intestinale est'responsable, en période 

nutritionnelle, de la biosynthèse des chylomicrons à partir 

des graisses ingérées, et, en toute période, des VLDL voire 

des IIDL, 

Le foie synthétise et sécrète très activement dans 

le sang des HDL et des VLDL surtout riches en triglycCrides 

endogènes formés au sein de cet organe. 

a) Au niveau de la muqueuse intestinale (fig. 3 
0 . .  O . O . . . O . O . O O O O O . ~ ~ O . . ~ . O ~ ~ ~ . * * . . *  

page 2 7 ) . 
Dans la lumière intestinale, les lipides alirnen- 

taires se mélangent avec la bile qui contient des phospho- 

lipides, du cholestérol et des sels biliaires émulsionnant 

les triglycérides et facilitant leur hydrolyse en acides 

gras et en 2-monoglycérides par la lipase pancréatique spé- 

cifique des positions 1 et 3. Une fraction de ces 2-mono- 
glycérides s'isomérise en 1-monoglycérides également hydro- 

lysés en acides gras et glycérol par la même lipase. Les 

phospholipides sont hydrolysés par' des phospholipases A et 

les stérides par une cholestérol-estérase. Lysophospholipides, 
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c h o l e s t é r o l  e t  s u r t o u t  ac ides  g r a s  e t  2-monoglycérides sont  

a l o r s  absorbés p a r  l a  muqueuse. Les ac ides  g r a s  c o u r t s  ou 

moyens e t  une p a r t i e  du g l y c é r o l  sont  l i b é r é s  dans l e  sang 

de l a  veine p o r t e  à d e s t i n a t i o n  du f o i e  ; l e s  ac ides  g r a s  

longs ( ) C 12)  r e jo ignen t  l e  "poolw i n t r a - c e l l u l a i r e  qu i  

comprend des ac ides  g r a s  i s s u s  de l a  c a p t a t i o n  des a c i d e s  

g r a s  l i b r e s  c i r c u l a n t s .  

Le c h o l e s t é r o l  a l imen ta i re  s e  mélange au choles-  

t é r o l  activement s y n t h é t i s é  "de novou à p a r t i r  de 1 acé t y l -  

CoA. 

Des phospholipides sont  s y n t h é t i s é s  à p a r t i r  des  

l y s ~ p h o s p ~ o l i p i d e s  incorporés  e t  à p a r t i r  du g l y c é r o l  ou du 

3-P-glycérol i s s u  de l a  glycolyse.  

La synthèse l a  p l u s  importante e s t  cependant c e l l e  1 
des t r i g l y c é r i d e s  q u i  s e  f a i t  e s sen t i e l l ement  à p a r t i s  des  1 
2-monoglycérides e t  d ' ac ides  g r a s  a c t i v é s  en acyl-CoA. 

La synthèse des  chylornicrons dans l a   nuqueu use 1 
i n t e s t i n a l e  va  donc r é s u l t e r  de l t a s s o c i a t i o n  d 'apol ipopro-  

t é i n e s  synthét isées  au niveau des  ribosomes, de  phospholipides,  

de t r i g l y c é r i d e s ,  de c h o l e s t é r o l  l i b r e  e t  s u r t o u t  e s t é r i f i é .  

Ces chylomicrons n a t i f s  sont  e n s u i t e  l i b é r é s  dans l a  lymphe 

à p a r t i r  des  v é s i c u l e s  s é c r é t o i r e s  e t  abou t i s sen t  à l a  c i r -  

c u l a t i o n  généra le  où i l s  c r é e n t ,  en période pos t -p rand ia le ,  

l a  t u r b i d i t é  du sérum. I l s  rep résen ten t  l a  forme i d é a l e  de 

t r a n s p o r t  des  l i p i d e s  exogènes. 



b) Au niveau du foie (fig. 4 page 30 ) 
f 

0 .  000.......0.e.* 

Le foie synthétise activement de nombreux phospho- 

lipides, dont la lécithine et les triglycérides à partir du 

phospho-3-glycérol et d'acides gras activés en acyl-CoA. 

Les acyl-CoA peuvent provenir d'une synthèse "de 

novow à partir de ltac8tyl-CoA issu de la glycolyse. 11s 

proviennent également des acides gras libres captés propor- 

tionnellctnent au flux sanguin traversant; le foie et issus 

du tissu adipeux. 1 

Le phospho-3-glycérol provient, soit d'une phos- 

phorylation du glycérol issu de l~liydrolyse des triglycérides 1 
du tissu adipeux où il n'est pas réutilisable efficacement, 

soit d'une réduction de la phospho-dihydroxyac6tone issue 

de la glycolyse hépatique. 

Le foie synthétise, d'autre part, les apolipopro- 

téines A, B et C au niveau des ribosomes, et le cholestérol 

à partir de ltacétyl-CoA : cette synthèse hépatique de l 

cholestérol est très active et nous verrons ultérieurement l 
que le foie reçoit en outre l'essentiel du cholestérol 

d'origine intestinale, 

Toutes ces biosynthèses aboutissent à la formation 1 
de VLDL et à leur libération dans le sang à partir de vési- 

cules sécrétoires. L'ordre des associations est encore in- 

certain, mais il est probable que la synthèse débute par 

l'association des apolipoprotéines aux phospholipides et 

que la fixation des restes osidiques sur les apolipoprotéines 

joue un r81e important. Ces VLDL natives rejoignent les HDL 

synthétisées dans le foie et sécrétées indépendamment sur 

un rythme propre beaucoup plus uniforme. 

Les LDL ne sont que des sous-produits du catabolisme 

intra-vasculaire des VLDL, c 'est-à-dire essentiellement du 

transfert d'acides gras de ces VLDL dans les tissus extra- 

hépatiques. 



EIOSYNTIIESZ ET SECRETION DES V L D L .................................... 

S A N G  

CHOLESTEROL GLYCEROL AGL CHOLINE 

a( .G .  P. :phospho-3-glycérol 
A P :acide phospliatidique 

, /::>. 
' +l 

TG: triglycérides \, L ; , , :  ) 
\̂ .*' 

L EC : lécithines 

~ G L : a c i d e  gras libre 

APO-PRO: apoprotéines 



F/ DESTINEE DES LIPOPROTEINES CIRCUL.ANTES ...................................... 

Dans l e  sang, VLDL e t  su r tou t  chylomicrons n a t i f s  

se chargent de peptides supplémentaires cédés par l e s  IIDL, 

apo-Gln e t  apo-Ala en p a r t i c u l i e r ,  Cet apport e s t  c a p i t a l ,  

c a r  ltapo-Gln e s t  un f ac t eu r  d ' ac t iva t ion  de l a  l ipoprote ine-  

l i pa se  (LPL) syn,thé t i s é e  dans divers  t i s s u s  extra-hépatiques 

e t  responsable,  en bonne p a r t ,  de l ' épura t ion  plasmatique 

des 1G des chylomicrons e t  des VLDL : l 'apo-Ala i n h i b i t r i c e  

pour ra i t  jouer un r ô l e  régulateur.  

Cet te  LPL, largement d i s t r i buée  dans l e s  t i s s u s  de 

l 'organisme, hydrolyse l e s  t r i g lycé r ides  des chylomicroiis e t  

des VLDL e t  l i b é r é  l e s  acides gras- qui  vont a l o r s  d i f f u s e r  

dans l e s  c e l l u l e s  : 

- du t i s s u  adipeux pour mise en réserve après recons t i tu t ion  

des TG, 

- du muscle pour u t i l i s a t i o n  à des f i n s  énergétiques, 

- de l a  glande mamniaire pour synthèse des t r i g l y c é r i d e s  du 

l a i t  ( f i g .  5 page 3 2  ). 

a )  Destinée des chylomicrons ( f i g o  6 page 3 3  ) 
*.*. .*  0 . . . 0 * 0 0 . 0 * * . . . . . . O  

Por teurs  d t  apo-Gln issues des HDL, l e s  chylomicrons 

représentent ,  du f a i t  de l e u r  t a i l l e  importante e t  de l e u r  

charge en TG, l e  mei l leur  subs t ra t  pour l a  LPL dont l ' e f f e t  

. pr inc ipa l  se s i t u e  au niveau du t i s s u  adipeux. Cette ac t ion  

rapide se  t r a d u i t  par  une l i b é r a t i o n  importante d ' ac ides  g ras  

dont une grande p a r t i e  d i f fu se  dans l e s  t i s s u s  e t  dont une 

au t re  se  f i x e  s u r  l a  sérumalbumine ; de ce f a i t ,  en période 

post-prandiale,  l e  taux des AGL augmente a l o r s  même que l e u r  

mobil isat ion à p a r t i r  du t i s s u  adipeux diminue ; l a  composi- 
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tion en acides gras tend donc à refléter celle des TG des 

chylomicrons, c'est-à-dire celle des graisses ingdrées, 

Ces chyloinicrons perdent ainsi progressiveinent 

leurs TG en diminuant de taille. ~ p r b s  un certain nonibre de 

cycles, les particules résiduelles ne contiennent plus qu'un 

peu de triglycérides, mais la majeure partie des phospho- 

lipides et du cholestérol des chylomicrons initiaux. Les 

particules sont captées par le foie qui dispose d'une cho- 

lestérol-eskérase et incorpore ainsi sous forme libre pliis 

de 90 5 du cholestérol d'origine intestinale : il dispose 
également d'une triglycéride-lipase qui pourrait jouer le 

r81e dans la captation de 10 à 20 $ des TG résiduels. 

Sous l'action conjugule -des tissus extra-hépatiques 1 
riches en LPL, puis du foie, la demi-vie des TG des chylomi- 

crons circulants est brève, de l'ordre de 10 minutes, et 

l'épuration globale après u n  repas se fait normalement en 

moins de 6 heures, 

b) DestinCe des VLDL 
o . . . .  0..0.*.0...0 

Le métabolisme intra-vasculaire des VLDL est plus 

complexe que celui des chylomicrons et dépend de deux 

enzymes : la LPL des tissus extra-hépatiques, et la LCAT 

(lécithine-cholestérol-acyl-transférase) du plasma. 

La LPL agit sur les TG des VLDL de la m&me manière 1 
qu'elle agit sur ceux des chylomicrons, mais du fait de la 

moindre taille des VLDL, cette action est plus lente, et, de 

ce fait, la durée de vie des TG des VLDL est supérieure à 

celle des TG des chylomicrons (environ 4 heures). 

La perte progressive des triglycérides s'accompagne 

de remaniements structuraux importants dus en partie à l'action 

complémentaire de la LCAT qui estérifie dans le plasma le 

cholestérol libre des lipoprotéines porteuses de ltapo-Gln 1 ,  



c t est-à-dire essentiellement les IIDL, et à un degré moindre 

les VLDL. Cette estérification se fait à partir des.acides 

gras en position 2 des lécithines qui se transforment en 

lysolécithines ; ceci explique la richesse du cJ.~olestérol- 

estérifié plasmatique en acides gras insaturés, puisque 

ces acides gras se situent en position 2 dans les lécithines. 

Dans ces remaniements structuraux des VLDL, la LCAT a donc 

un double effet.: 

1 - effet indirect sous la forme d'un transfert (ou échange 

contre des TG), sur les VLDL, du cholestérol estérifié 

au niveau des HDL où agit de préférence l'enzyme; I 

- effet direct par estérification du cholestérol libre qui 
staccumule avec les phospholipides à la surface des VLDL 

du fait de la disparition progressive de TG sous l'action 

de la LPL. Il stensuit également une élimination partielle 

de phospholipides puisque les lysolécithines résiduelles 

forniées par la LCAT tendent à quitter la niolécule pour se 

fixer sur la fraction albuninique du plasma ou sur les 

membranes cellulaires, celles des globules rouges en par- 

ticulier. 

Il en résulte également des pertes 'dlapo-C qui 

retournent au foie ou sont captées par les EIDL, et l'on 

passe ainsi progressivement des VLDL aux lipoprotéines in- 

termédiaires ou IDL ( 1 ,006 < de ( 1 ,019) déjà riches en 
cholestérol estérifié, mais contenant encore des proportions 

appréchables de TG. Ensuite, la LPL ne semble plus intervenir 

et les échanges se poursuivent ; on aboutit aux LDL de 

densité comprise entre 1,019 et 1,063, très riches en choles- 

térol estérifié, ne contenant plus que ltapo-B et dont la 

demi-vie plasmatique est de l'ordre de 48 heures (fig. 7 
page 3 6 ) , Ces LDL reviennent au foie qui les dégrade, mais 
cette dégradation implique, en particulier, l'hydrolyse du 

cholestérol estérifié, le catabolisme du cholestérol libre 

formé, et ltexcrétion biliaire, puisqu1il semble démontré 

que le cholestdrol "usagéll ne se mélange pas au cholestérol 

"neuf" destiné aux VLDL, 
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Le f o i e  peut  cap te r  e t  c a t a b o l i s e r  l e s  LDL, . 
mais i '  a é t é  démontré que l ' b p u r a t i o n  plasmatique des  

LDL e s t  accé lé rée  ap rès  hépatectomie e t  q u ' i l  e x i s t e  

au niveau des t i s s u s  extra-hépat iques des  s i t e s  membra- 

n a i r e s  rucepteurs  des  LDL ; l a  f i x a t i o n  s u r  c e s  s i t e s  

e s t  s u i v . e  d'une hydrolyse r ap ide  de l a  l i a i s o n  e s t e r  

du c11oles1;érol e s t é r i f i é  e t  d'une pro téolyse  de l'apo-B. 

De ce f a i ï ,  l e s  LDL f o u r n i s s e n t  ml supplément de choles-  

t é r o l  u t i l ~ s é  pour l a  synthèse des membranes c e l l u l a i r e s .  

c )  Dest inée des IIDL ( f i g .  8 page 3 8  ) 
o . . .  o........... 

Pr.:tiquement tous l e s  t i s s u s  de l 'organisme sont  

capables  de ~ ~ m ~ t h é t i s e r  l e  c h o l e s t é r o l  en fonct ion  de l e u r s  

besoins.  De ci? f a i t ,  sauf p e u t - ê t ~ e  pour l a  sylithèse d e s  

hormones s t é r o i d i e m e s ,  c e s  t i s s u s  ne sont pas  t r i b u t a i r e s  

du c h o l e s t é r o l  hépat ique incorporé dans l e s  VLDL. Par  c o n t r e ,  

i l s  se renouvel len t  e t  l e  r e t o u r  au f o i e  du c h o l e s t é r o l  des  

c e l l u l e s  détruites e s t  n é c e s s a i r e ,  puisque c e t  organe e s t  

l e  s e u l  capable de l ' e x c r é t e r  en q u a n t i t é  importante ,  s o i t  

d i rec tement ,  soi-i- après  un catabolisme tr&s p a r t i e l  en ac i -  

des  b i l i a i r e s  q u i  comportent toujours  l e  noyau s t é r o l .  Aiitre- 

ment d i t ,  l e  f o i e  récupère l ' e s s e n t i e l  du c h o l e s t é r o l  de 

s t r u c t u r e ,  i n i t i a l e m e n t  incorporé dans l e s  VLDL e t  l e  choles-  

t é r o l  d e s  a u t r e s  t:-ssus e t  organes dont  on s a i t  q u ' i l  peut  

s ' i n c o r p o r e r  dans l e s  l i p o p r o t é i n e s  c i r c u l a n t e s .  De c e  der-  

n i e r  p o i n t  de vue, 1,CAT e t  HDL pourra ient  jouer  l e  r a i e  

p r i n c i p a l  : 

- e s t é r i f i c a t i o n  du c h o l e s t é r o l  l i b r e  des  HDL par  l a  LCAT, 

- "d i s so lu t ion"  au sei-2 de l a  molécule du c h o l e s t é r o l  e s t é -  

r i f i é  formé, l a i s s a n t  une p lace  l i b r e  en su r face  pour l e  

t r a n s f e r t  du c h o l e s t é r o l  l i b r e  à p a r t i r  des  membranes c e l -  

l u l a i r e s ,  

- c a p t a t i o n  hépat ique du c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  des HDL e t  

nouveau cycle  ... 
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Cer ta ins  au teurs  envisagent des é tapes  supplénien- 

t a i r e s  de t r a n s f e r t  (ou d'échange) du c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  .. 
s u r  l e s  VLDL e t  s u r t o u t  l e s  LDL, ce q u i  e x p l i q u e r a i t  l a  

r i c h e s s e  p a r t i c u l i è r e  des  LDL en c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  so lub le  

e t  s tockable  dans l a  zone c e n t r a l e  de l a  molécule. 

Au niveau du plasma, on trouve qua t re  types  majeurs 

de l ipopro t6 ines  d ' o r i g i n e  e t  de r81e déterminés.  Les chylomi- 

crons a s su ren t  l e  t r a n s p o r t  des  l i p i d e s  exogènes, l e s  VLDL 

c e l u i  des  l i p i d e s  é laborés  p a r  l e  f o i e  à p a r t i  r de composés 

l i p i d i q u e s  exogènes ou d ' a u t r e s  composés. Les LDL ne  sont  

que des p r o d u i t s  du catabol isme i n t r a v a s c u l a i r e  des  VLDL. 

Les IIDL assuren t  l e  r e t o u r  au f o i e  du c h o l e s t é r o l  t i s s u l a i r e .  

S i  l e s  ac ides  g ras  r ep résen ten t  une source d 'éner -  

g i e  faci lement  u t i l i s a b l e  pa r  l e s  d i f f é r e n t s  t i s s u s ,  l e s  TG 

(VLDL) l e  sont  beaucoup moins. I l s  c o n s t i t u e n t  s u r t o u t  une 

forme de mise en rése rve  dqénergie au niveau du t i s s u  adipeux 

où i l s  sont  é labords à p a r t i r  des  ac ides  g r a s  exogènes (chy- 

lomicrons) e t  endogènes (VLDL) . 
L ' é q u i l i b r e  de l a  l ipémie  dépend au tan t  de  l a  

product ion hépat ique et/ou i n t e s t i n a l e  que de l ' é p u r a t i o n ,  

mécanisme mettant  en jeu deux enzymes e s s e n t i e l l e s  : LPL 

e t  LCAT, 



P R I N C I P A L E S  A N O M A L I E S  D E  

R E P A R T I T I O N  D E S  L I P O P R O T E I N E S  

Ces cuiomalies peuvent correspondre à des diminut ions  

vo i re  d e s  absences d'une ou de p l u s i c ~ r s  clûisses de l ipopro-  

t é i n e s  ; il s ' a g i t  donc dghypolipoprotéinémies qui  son t  en 

f a i t  t r è s  r a r e s .  ~ r b s  f réquentes  sont par con t re  l e s  hyper- 

l ipoprotéinéinies  à l ipoproté i r ies  normales ou ~mormales  q u i ,  

pour l a  p l u p a r t ,  sont  dou6es d'un pouvoir citli6ro&ne n o t o i r e  

l o r s q u ' e l l e s  c i r c u l e n t  à des concent ra t ions  cuiormalemcnt 

é levées .  La prévent ion de l a  malache a t h é r o s c l ~ r e u ç e  passe 

donc, en cas  d 'hyperl ipémie cons ta tée ,  par  l e  typage de 

l fhyper l ipopro té inémic  d 'où découleront  l e  régime a l i m e n t a i r e  

e t  l e  traiteri lent médicamenteux coilvenables. 

Il n ' e x i s t e  pas de c r i t b r e s  absolus de typage e t  

parmi l e s  nombreuses c l a s s i f i c a t i o n s  proposées nous c i t e r o n s  

c e l l e  de FR1S'DRICICSOX actuellerilent l a  plus  admise ( 71 ) e t  

c e l l e  de  DE GENNES ( 84 ) .  Les élé~i ients  du d i a g n o s t i c  biochi-  

mique comprennent e s sen t i e l l ement ,  conme nous l e  ve r rons  u l -  

té r ieurement ,  l ' a s p e c t  du sérum à jeun, l e s  taux de  choles-  

t é r o l ,  de t r i g l y c é r i d e s  e t  éventuellement de phospholipides 

s é r i q u e s  e t  l a  r é p a r t i t i o n  é lec t rophoré t ique  des l i p o p r o t é i n e s  

Sur c e s  bases  on peut  d i s t i n g u e r  6 types pr incipaux 

q u i  s e  r é p a r t i s s e n t  en 3 c a t é g o r i e s  correspondant aux hyper- 

c h o l e s t ~ r o l é m i e s  e s s e n t i e l l e s ,  hyper t r ig lycér idémies  majeures 

e t  hyperl ipémies mixtes. E h  ne cons idérant  que l ' a s p e c t  

Tipoproté&que on d i s t i n g u e  : 

- ~ y p e r c h o l e s t é r o l é m i e  e s s e n t i e l l e  : 

. Type IIA c a r a c t é r i s é  p a r  une- augmentation é l e c t i v e  des  



LDL r i c h e s  en cho les té ro l .  

- Hyperglycéridémie majeure : 

, Type 1 dQ à une accumulation i s o l é e  de cl~ylomicrons 

t r a n s p o r t e u r s  de t r i g l y c é r i d e s  i s s u s  de l a  d i g e s t i o n  

i n t e s t i n a l e  des  g r a i s s e s  ( r a r i s s i m e ) .  

, Type IV correspondant à une augmentation des concen- 

t r a t i o i i s  en VLDL q u i  t r a n s p o r t e n t  essent ie l le inent  

des  t r i g l y c é r i d e s  d ' o r i g i n e  hépat ique,  

, Type V q u i  s u r  l e  p lan  des anomalies l ipoproté iq i ics  

correspond à l o a s s o c i a t i o n  1 + IV, 

- HyperLipCmies mixtes : 

. Type IIB q u i  r é s u l t e  d'une augmentation simultanée 

des  concent ra t ions  plasmatiqués en LDL r i c h e s  en cho- 

l e s t é r o l  e t  VLDL r i c h e s  en t r i g l y c é r i d e s .  

. Type III dQ à un blocage du catabolisme normal i n t r a -  

v a s c u l a i r e  des  VLDI, el; LDL, Il y a  donc accumulation 

dans l e  sang de l i p o p r o t é i n e s  in te rmédia i res  ou IDL. 

LPL blocage 

VLDL ,-> IDL --> LDL 

TG +++ TG ++ + 
. T G -  

CH + CH ++ CH +++ 



ETUDE CRITIQUE DES PRINCIPALES METHODES DtETUDE 

DES LIPOPROTEINES 



I N T R O D U C T I O N  I 

Les pr,opriétés physico-chimiques et imnui~ologiques 

et les variations pliysio-pathologiques respectives de chaque 

classe de lipoprotéiries précédemment décrites étant diff éren- 

tes, il est bien évident quturie exploration détaillée de la 

composition lipoprotéinique d'un sérum présente un grand in- 

téret en pathologie. Cette exploration fait appel à de nom- 

breuses techniques en voie de constant perfectionnement. Cer- 

taines d'entre elles, exigeant l'emploi d'un appareillage 

complexe et onéreux, ou la mise en oeuvre de manipulations 

loques et délicates, sont encore réservées à des laboratoires 

spécialisés. D'autres, par contre, sont facilement applicables 

en routine par tout laboratoire de biochimie clinique, 

Le fractionnement alcoolique à basse température, 

décrit par COIlN en 1950 ( 52 ) propose pour la première fois 
la précipitation sélective des bêta et des alpha-lipoprotéines. 

.Deux groupes de lipoprotéines sont ainsi mis en évidence : 

- les lipoprotéines de poids moléculaire élevé, plus riches 
en lipides quten protides, et en cholestérol qu'en phospho- 

lipides. C'est la fraction III, ou b&ta-lipoprotéine, pré- 

cipitant à une concentration de 18 pour cent (v/v) d'étl-ia- 

- les lipoprotéines de poids moléculaire plus faible, ~1;s 
riches en protides et en phospholipides. C'est la fraction 

IV ou alpha-lipoprotéine, précipitant à une concentration 
1 

de 40 pour cent (v/v) d5éthanol et à pH 5,8. 

En 1955, BURSTEIN et SANAILLE décrivent un procé- 
dé de précipitation sélective des bêta-lipoprotéines par 

l'héparine, en présence de chlorùre de calcium (37 ). Depuis 



l o r s ,  c e s  tecliniqucs de préc ip i ta t i . s i i  s é l e c t i v e  ont 8 t é  

largerrierit développées. E l l e s  sont  simples mais rCclamcnt, 

pour ê t r e  s é l e c t i v e s ,  une t r e s  grande r igueur  dans l e % r e s -  

pect  des  condi bions expérirnentriles. 

~ é a l i s é s  au cours  de c e s  v ing t  de rn ib res  ann6es; 

l e s  progrès  cons idé rab les  de nos connaissanccs s u r  1 ' explo- 

r a t i o n  fonc t ionne l l e  du métabolisme lipiciique sont dus  à 

deus équipes de .chercheurs  : 

- d'une p a r t ,  c e l l e  de LINDGREX, NICHOLS e t  ELLIOT, q u i ,  

t r a v a i l l m t  sous l a  d i r e c t i o n  de GOFElAE,. a ouvert  d & s  

1949 l a  voie  une étude systématique des lipoprotéines 

grâce  à l e u r  analyse exhaustive en u1tr : icentr i f i lgat ion 

( 8 7  , 122 ) ., I l s  d i s t inguen t  a i n s i  : 

. l e s  l i p o p r o t é i n e s  de basse.  d e n s i t é ,  i n f é r i e u r e  à 

1,063 e t  r ep résen tan t  l e s  bê ta - l ipopro té ines ,  

. l e s  l i p o p r o t 4 i n e s  de haute  d e n s i t é ,  c o ~ n p ~ i s e  e n t r e  

1,063 e t  1 , 2 1 ,  l e s  f r ac t io r i s  comprises e n t r e  1 , 1 2  e t  

1,21 r e p r é s e n t a n t  a l o r s  l e s  a lpha-l ipoprotéine s ,  

. qu<uzt aux chylomicrons t r è s  pauvres en p r o t é i n e s ,  on 

peut l e s  isoLer  par  simple e x t r a c t i o n  à If é t h e r  ou pa r  

une rap ide  f l o t t a t i o n  dans un chainp d l  a c c é l é r a t i o n  

modéré (9500 g), 

- d ' a u t r e  p a r t ,  c e l l e  de IIAVEL, BILIGDON e t  c o l l .  q u i ,  

u t i l i s a n t  encore une technique d 9 u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  p lus  

simple e t  b i e n  adaptée aux analyses  chimiques, a pub l ig  

en 1955 l e s  premiers r é s u l t a t s  d'ensemble concernaiit l a  

composition des l i p o p r o t é i n e s  dans d i v e r s e s  a f f e c t i o n s  

hyperlipidérniques ( 9 5  ). 

Les r é s u l t a t s  obtenus p a r  l a  m6thode d ' u l t r a c e n -  

t r i f u g a t i o n  on t  s t imulé  l e s  recherches concernant l a  mise au 

p o i n t  de in6tlzodes é l e c  t rophoré t iques  de fractionnement des  

l ipopro té ines .  ~ é j à  en 1941, BLIX e t  TISELIUS ( 24  ) mettent  



au point une rn6tlzode d'électrophorèse libre permettant la 

séparation des fractions albumine, alpha, bêta et gamma- 

globulines, et l'analyse de leur contenu lipidique. Mais en 

fait, il faut attendre 1951, avec SVAIIN ( 1 8 3 ) ,  pour voir 

apparaître la rnétl-iode du lipopro téinogramtne sur papier appelé 

plus. couramment lipidogramme ; il individualise ainsi en 

fonction de leur vitesse de migration les deux grandes 

variétés de lipoprotéines décritcs par GOFMAN ( 87), au 
niveau desquelles il distingue, et d'autres auteurs après 

lui, plusieurs sous-fractions. ~yntliétisant les données 

fournies par ces diverses techniques, il était déjà possible, 

en 1965, de dresser le tableau des 6qilivalences suivantes : 

Tableau des équivalences dtaprbs FIiEDIiICICSON ( 71 ) ............................................ 

Terminologie Frac tiolzs 

Fractions 

Chylornicrons 

LP de basse densité 

LP de haute densité 

AGL 

La différenciation irnrnunochimique peut également 

Qtre mise à profit pour des études qualitatives ou quantita- 

tives des lipoprotéines. En première analyse, les lipopro- 

téines sériques se répartissent en deux grandes catégories 

immunologiquement distinctes : les alpha-lipoprotéines et les 

bêta-lipoprotéines. L'identification et le dosage des lipopro- 

téines se font par tous les procédés classiques pourvu que 

l'on dispose des immunsérums correspondants préparés à 

partir de 3 ' '  actions purifiées. 



Enfin, certains travaux concernant l'étude des 

rlipoprotéines reposent sur le principe de la chroniatogrüphie : 

chromatographie de tamisage moléculaire, d'adsorption, d%chan- 

ge d'ions et plus récemrnent d'affinité. Toutes ces méthodes 

ne sont que rarement utilisées seules pour explorer la com- 

position lipoprotéinique d'un sérum et servent surtout à par- 

faire le degré de pureté des fractions séparées par un autre 

procédé. Elles ont étd essentiellement développées dans un 

but préparatif. 



1 L ' U L T R A C E N T R I F U G A T I O N  / ' 

A/ PRINCIPE -------- 

La présence de l i p i d e s  dans l a  mol6cule confère  

aux l i p o p r o t é i n e s  une d e n s i t é  i n f é r i e u r e  à c e l l e  des  aut res  

p r o t é i n e s  du séruni pour l e s q u e l l e s  e l l e  e s t  coinprise en t re  

1,33 e t  1 ,35 .  C ' e s t  a i n s i  que l e s  l i p o p r o t é i n e s  l e s  p lus  

lourdes présentel i t  une deris i té  vo i s ine  de 1 ,20 ,  e t  que l e  

domaine des d e n s i t é s  i n f é r i e u r e s  à 1,21 a p p a r t i e n t  aux 

seu les  l ipopro té ines .  

l La  sépa ra t ion  des  l i p o p r o t é i n e s  p a r  u l t r n c e n t r i -  

l fuga t ion  met à p r o f i t  l e s  d i f f é rences  en t re  l e s  d e n s i t é s  

1 r e spec t ives  d e s  d i v e r s e s  c a t é g o r i e s  de ces  macromo~6cu~es .  

Ces d i f f é r e n c e s  sont  fonc t ion  de l a  r i c h e s s e  r e s p e c t i v e  en 

l i p i d e s  de chacune d ' e n t r e  e l l e s  e t  peuvent p a r a î t r e  r e l a -  

t ivei~ient f a i b l e s .  E l l e s  sont  considérablement accrues 

lorsque l e s  molécules sont  soumises dans une u l t r ac ' en t r i fu -  

geuse à un champ d taccé18ra t ion  t r è s  é levé (100.000 à 

200.000 g). Dans c e s  cond i t ions ,  l e s  molécules de d e n s i t é  

i n f é r i e u r e  à c e l l e  du mi l i eu  remontent vers  l a  s u r f a c e  

( f l o t t a t i o n )  a l o r s  que c e l l e s  possédant une d e n s i t é  supér ieure  

se d i r i g e n t  v e r s  l e  fond du tube (sédimenta t ion) .  Le choix 

de l a  d e n s i t é  condi t ionne donc l a  r é p a r t i t i o n  des l ipopro-  

t é i n e s  e n t r e  l e s  f r a c t i o n s  q u i  f l o t t e n t  e t  c e l l e s  qui sédi-  

I mentent. 

En u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  l a  sédimentation d'une 

p a r t i c u l e  dépend de l a  fo rce  c e n t r i f u g e  appliquée e t  dé ter -  

minée p a r  l a  formule su ivante  : 



F = f o r c e  c e n t r i f u g e  exercee s u r  1.a p a r t i c u l e  

( e n  dynes) 

tn = masse de l a  p a r t i c u l e  (en grammes) 

= v i t e s s e  angu la i re  du r o t o r  (en  radians  p a r  

seconde) 

r = d i s t a n c e  r a d i a l e  e n t r e  l ' a x e  d e  r o t a t i o n  e t  

l e  tube (en  ceiitimirtres) 

W = poids  de l a  p a r t i c u l e  

2 
g = cons tan te  de g r a v i t a t i o n  ( 9 8 0  cm/sec ) 

Il e s t  t r è s  souvent u t i l e  de c a r a c t é r i s e r  une 

molécule p a r  son c o e f f i c i e n t  de sédimentation dont l a  v a l e u r  

numérique d6pend de  d i v e r s  f a c t e u r s  qu i  l u i  sont  propres  

t e l s  sa masse moléculaire  e t  s a  forme. 

C ' e s t  a i n s i  que l e s  p r o t é i n e s  sont généralement 

d é f i n i e s  selon l e u r  v i t e s s e  de sédimentation ( s )  expriinde 

en u n i t é s  SVEDBERG e t  déterminée p a r  l a  formule su ivan te  : 

( t  = temps en secondes) 

- 
L'un i t é  S e s t  égale  à 10 cui/sec-dyne-g. 

Pour l e s  l i p o p r o t é i n e s ,  ce symbole devient  S f ,  l e s  molécules 

é t a n t  i s o l é e s  p a r  f l o t t a t i o n .  Il s'exprime également en uni- 

t é s  SVEDBERG e t  correspond en f a i t  à une sédimentat ion 

négat ive .  



Ltultracentrifugation a doric permis ltindividua- 

lisation des familles de lipoprotéines préc6demment décrites ; 

l'ultracentrifugation analytique les différencie selon les 

vitesses de flottation ou Sf (87' 120) et l'ultracentrifuga- 

tion préparative selon les densités ( 53, 82, 95 1. 

Dans 1 tultracentrifugation analytique le déplacement 

des niolécules est suivi par un procedé d'enregistrement op- 

tique (SCIILIEREN le plus sauvent, absorption U,V. ou fran- 

ges d'interférences). Les différents clichés photograpliiques 

pris après des temps de centrifugation déterrnillés permettent 

de calculer la vitesse de déplacement caractéristique de 

chaque famille de lipoprotéines pour des conditions de den- 

sité, de température et de viscosité du milieu données. Les 

concentrations respectives des fractions individualisées 

peuvent en outre être déduites de la surface des pics appa- 

raissant sur lés diagrammes. La figure 9 (page 50 ) présente 
des enregistrenients dtultracentrifugation analytique obtenus 

avec des sérurns normaux et hyperlipoprotéinémiques. 

En pratique, les vitesses de flottation des lipo- 

protéines de basse densité (VLDL et LDL) sont mesurées dans 

un milieu de densité 1,063 et sont simplement désignées par 

le symbole Sf. Cependant, d'autres auteurs ( 8 , 9 ) les dé- 
terminent à la densité à laquelle la classe de lipoprotéines 

est isolée en ultracentrifugation préparative : ainsi Sf 1 ,006 
signifie que les vitesse& de flottation sont mesurées dans 

une solution de densité 1,006. EVING et coll. ( 6 3 ) suggè- 
rent lqutilisation du symbole F suivi de l'indice de la 

densité à laquelle ltultracentrifugation est mesurée lorsque 

celle-ci est différente de 1,063 ; ainsi l'expression des vi- 
tesses de flottation des IIDL2 est la suivante : F1 $20 : 3 , 5 - 9 .  
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Parfois, même, la nature du sel utilisé pour ajuster la 

densité est mentionnée. . 

L'ultracentrifugation préparative ou ultracentri- 

fugation de flottation permet le fractionnement des diffé- 

rentes classes de lipoprotéines selon leurs densités en vue 

de les analyser. 

La composition lipidique moyenne de chaque classe 

de lipoprotéines étant connue (8 , 26 , 1 7 9 ) ~  il est en ou-tre 

possible d'obtenir par cette méthode une mesure indirecte 

du taux des lipoprotéines correspondantes ; on peut en effet 

admettre en première approximation l'existence drune relation 

déterminée entre le poids moléculaire moyen d'une classe don- 

née de lipoprotéines et sa teneur en cholestérol par exeinple. 

Cette application quantitative de l'ultracentrifugation né- 

cessite de ce fait une récupération intégrale des fractions 

séparées. 

Les méthodes originales de séparation des diffé- 

rentes lipoprotéines sériques réclament plusieurs ultracen- 

trifugations à des densités progressivement croissantes 

ajustées intermédiairement par addition de sels minéraux 

(93 , 95 ) .  Chaque séparation doit etre poursuivie jusqutà 
ce que les lipoprotéines atteignent leur position d'équilibre, 

ce qui généralement demande 24 heures. 

A la densité de,1,006, densité de l'ultrafiltrat 

plasmatique, et par conséquent densité spontanée du sérum, 

on recueille par flottation les VLDL. La densité 1,019, plus 
rarement utilisée, permet de séparer les LDL équivalentes 1' 
aux lipoprotéines de Sf 12-20. Les LDL2 sont recueillies par 

flottation dans un milieu de densité 1,063. Enfin, une derniè~ 



l 
u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  conduite  à l a  d e n s i t é  de 1 , 2 1 ,  sépare 1 
1' ensemble des  IEDL. Cet te  f r a ç t i o i ~  peut  éveiituellelnent 

ê t r e  subdivisde à l a  d e n s i t é  in te rmédia i re  de 1 ,12 .  

Ainsi ,  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a u t o r i s e  une sépara-  

l t i o n  par t icu l i&remei i t  f i n e  des  l ipopro té ines .  La q u a l i t é  du 

fractionnement peut  encore ê t r e  améliorée en mettant  en 

oeuvre un gradie .~ i t  de d e n s i t é  ( 9 2  , 1 2 1  , 122 , 124 ) .  11 s ' a g i t  

d'une c e n t r i f u g a t i o n  isopycnique. P a r  c e t t e  méthode, l ' i s o -  

lement de t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  de l ipopro  t é i n c s  exige environ 

une semainc. La p r é p a r a t i o ~ i  d'uri g rad ien t  de d e n s i t é  préforin& 

permet à c e r t a i n s  au teurs  de f r a c t i o n n e r  par  u l t r a c e n t r i f u -  

g a t i o n  zonale t o u t e s  l e s  l i p o p r o t é i n e s  sé r iques  en une seu le  

é tape  ( 2 5 ,  98 , 1 5 3  1 8 9 ,  1 9 0 , 2 0 0 ,  201 9 2 0 2 ) .  

T r o i s  types de r o t o r s  sont  généralement u t i l i s é s  

pour l f u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e ,  e t  l e u r  choix e s t  

condi t ionné par  l a  méthode de c e n t r i f u g a t i o n  mise en oeuvre. 

Selon IWTCH e t  LEES ( 9 3 ) , l ' emploi  de r o t o r s  angu la i re s  

présente  deux inconvénients  majeurs dus à l a  c r é a t i o n  de 

courants  de convection d'une pa r t ,  e t  à ltadhérrence d e s  p lus  

g rosses  molécules à l a  p a r o i  des  tubes d ' a u t r e  p a r t .  Ces 

e f f e t s  sont  minimisés dans l e s  r o t o r s  & godets  mobiles,  e t  

totalement  supprimés dans l e s  r o t o r s  zonaux. Les r o t o r s  

angu la i re s  sont habi tuel lement  u t i l i s é s  avec succès pour 

l ' a p p l i c a t i o n  de l a  c e n t r i f u g a t i o n  isopycnique, i l s  o n t  une 

géométrie favorable  à une amél iora t ion  de l a  r é s o l u t i o n  ; 

en e f f e t ,  lo rsque  l e  tube e s t  remis en p o s i t i o n  v e r t i c a l e  

pour c o l l e c t e r  l e s  f r a c t i o n s  après  c e n t r i f u g a t i o n ,  l e s  d i s -  

tances  séparant  deux bandes de particu1e.s se  t rouvent  aug- 

mentées. D'autre  p a r t ,  l e s  r o t o r s  angu la i re s  peuvent accue i l -  

l i r  en moyenne deux f o i s  p l u s  de tubes que l e s  r o t o r s  & 

godets  mobiles. La c e n t r i f u g a t i o n  zonale u t i l i s e  p r inc ipa le -  

ment l e s  r o t o r s  à godets mobiles ou niieux encore l e s  r o t o r s  

zonaux o f f r a n t  l ' avantage  d'une automat isa t ion  p o s s i b l e  de 

l a  manipulation. 



L'ultracentrifugation, analytique ou préparative, 

constitue la nieilleure méthode pour explorer la cornposition 

lipoprotéinique d'un séruin, tant sur un plan qualitatif que 

quantitatif. 1 

~~ultracentrifu~ation de flottation offre d'autres 

avantages : elle permet notan~rnent la récupération des frac tioli 

purifiées sur lesquelles peuvent alors être faites des études 

struc timales , chimiques ou imrnunologique. Cette m6thode ap- 
porte égaleinent de précieux renseigne~ents sur le plan dia- 

gnostic et une simple séparation 5 la densité 1,006 facilite 

souvent le typage d'une llyperlipéniie (72 ). C'est de plus la 
seule façon d'établir avec certitude le diagnostic des hy- 

perlipérnies caractérisées par la présence de bêta-lipoprotéine 

flottant à la densité spontanée du plasnia. 

Cependant, bien que toujours citée comme méthode 

de référence pour la purification des lipoprotéines, ltultra- 

centrifugation préparative n'est pas utilisable en routine 

et reste d'une pratique très litriitée, nécessitant un appa- 

reillage coQteux et des manipulations longues et délicates, 

L'ajustement des densités doit en outre se faire avec une 

extreme précision,. de l'ordre de  IO-^. Un autre inconvénient 
majeur de cette technique réside dans la trop longue expo- 

sition des macromolécules à isoler à de fortes concentrations 

salines et à des forces centrifuges très élevCes. De ce 

fait des alt6rations de structure peuvent apparaître et 

c'est ainsi que LEVY et FREDRICKSON (118) expliquent l'exis- 

tence de deux formes de HDL : ex LPd et LPB. De m&me , 
ALAUPOVIC et coll. ( 3 ) caractérisent une nouvelle entité 
lipoprotéique sédimentant à la densité 1,21 et appelée 

VHDL, , et SCANU et GRANDA ( 166) observent la transformation 
des BDL2 et IiDL durant la centrifugation en VIIDL. 

3 



A/ I N T R O D U C T I O N  ------------ 

La présence de groupements polaires dans la 

moléculc lipoproteinique permet à celle-ci de se déplacer 

sous l'action dPun champ électrique.  électrophorèse libre, 

en milieu liquide, selon T I S E L I U S ,  n'est utilisée que 

dans le cas de lipoprotéines isolées et purifiées, ce proce- 

dé ne permettant pas de différencier les lipoprotéines des 

autres protéines sériques de même densité. C'est pourquoi 

1' électrophorèse de zone, autorisant une révélation sp6ci.f i- 

que des lipides, est utilisée de préférence. 

 électrophorèse étudie le déplacement de substances 

ionisées soumises à un champ électrique dans un milieu élec- 

trolytique. Ces particules possèdent alors des vitesses de 

migration caractéristiques en fonction de leur charge. On 

définit ainsi une molécule par sa, mobilité électropbosétique 

il s'agit en fait,de sa vitesse de migration lorsqutelle est 

soumise en solution libre à un champ électrique de 1 volt 1 
par cm. Elle s'exprime en cm par seconde et par volt. 

La mobilité électrophorétique d'une particule la ca-;~ 

ractérise à condition de préciser les conditions expérimen- 1 
tales : le pH et la force ionique du tampon, la température, 

la nature du support. 

Certains phénomènes particuliers à l'électropho- 

rèse zonale peuvent être observés et modifier ainsi la 

résolution : 



- l e  phénomhne dtélcctro-osmose e s t  dQ au déplacement du 

tainpon soumis dans un champ é l e c t r i q u e  en présence d'un 

support  ion i sé .  Il en t ra fne  dc ce f a i t  l e s  molécules dans 

un f l u x  hydrodynamique e t  nous verrons p a r  l a  s u i t e  que 

c e  phénoinbne e x i s t e  p l u s  ou mains selon l e  support  u t i l i s é ;  

- dans l e  phénombne de rhéophorèse,  l t  entraînement d e s  subs- 

tances  est; provoqué par  l t é v a p o r a t i o n  du tampon, due à 

l t  échauffement dCveloppé l o r s  du passage du courant .  Ce 

phénomène e s t  généralement rel?.coritré l o r s  dtélecl;rophor&se 

s u r  pap ie r  dans une cuve en t o i t  ; on peut y remédier en 

diminuant l a  f o r c e  ionique du tampon; 

- un élargissement  des  bandes de migration peut  ê t r e  simple- 

ment l a  conséquence du pliénoi!ibile de d i f f u s i o n  l i b r e ;  

- l e  phénomène d ' adsorp t ion  e s t  t r è s  iaiportant l o r s  de  l l & l e c -  

t rophorèse d 'une macromolécule s u r  papier;  

- e t  e n f i n ,  au phénomène d té lec t ropl iorèse  peut  sla;jouLer ce- 

l u i  de tamisage moléculaire.  Ceci s 'observe s u r  c e r t a i n s  

supports  dont l a  t e x t u r e  d é f i n i t  des pores. 

Nous ver rons  coinbien l e  choix du support  e s t  important l o r s  

de ï t é l e c t r o p h o r & s e  des  l i p o p r o t é i n e s  plasmatiques.  

Rapide e t  simple,  c e t t e  méthode e s t  couramment 

u t i l i s é e  pour l ' a n a l y s e  q u a l i t a t i v e  des  l i p o p r o t é i n e s ,  C ' e s t  

l e  procédé s tandard  des  l a b o r a t o i r e s  de biochimie c l i n i q u e  

pour l a  dé terminat ion  typologique des hyperl ipoprotéinémies ; 

de ce f a i t ,  l t u t i l i s a t i o n  d 'un support  permettant une sépara- 

t i o n  a u s s i  n e t t e  e t  complète que poss ib le  des  d i f f é r e n t e s  

c l a s s e s  de l i p o p r o t é i n e s  s ' avè re  nécessa i re .  A c e t  égard l e s  

d i v e r s  suppor ts  u t i l i s é s  en r o u t i n e  ( p a p i e r ,  agarose,  a c é t a t e  

de  c e l l u l o s e ,  g e l  de polyacrylamide) p résen ten t  l e u r s  avan- 

t a g e s  r e s p e c t i f s  mais ne sont  pas  dénués d t inconvén ien t s  e t  

une étude c r i t i q u e  s'impose. 



Ce proc6dé d'analyse essentiellement qualitative 1 

peut &tre en outre utilisé pour quantifier les lipoprot~lnes 1 
1 sériques ; nous verrons même que l'excellente individualisationi 

des principales classes de lipoprotéines obtenue sur certains 1 
supports a permis d'en développer lrusage pour la prt5paration 1 
de fractions purifiées. 

I 
I 
! 

B/ ELECTROPI3ORESE SUR PAPIER ......................... 

Préconisée par JENCXCS en 1956 ( 105),  1 'électropho- 

rèse sur papier en tampon classj-que est maintenant abandonnée 

en raison de son trop faible pouvoir de résolution. LW 1363, 

LEES et XIRTCII: ( 1 1  7 )  améliorent co~lsidérablenten t la technique 

par 1 ' introduction d'un tampon renfermant 1 $ d' albumine 
humaine. Cette technique a servi de base à la classification 

des hyperlipoprotéinémies décrite par FREDRICKSON et aciïuel- 

lemen t la plus admise ( 7 1 ) . 
La s6.pa.rat ion des lipoprotéines s ' effectue par 

une Qlectrophorèse verticale dans une cuve DUIIRUEI. Le tampon 

de migration est un tampon classique à base de véronal, 

auquel on ajoute de la sérumalbumine destinée à neutraliser 

les charges négatives di1 support et à modifier les phéno~n&nes 

d'adsorption. Cette méthode nécessite 16 heures de migration. 

La coloration des lipoprotéines est assurée par le 

noir soudan ou ltoil red 0. La coloration concomitante du 

support est éliminée par plusieurs rinçages dans une solution 

décolorante, ce qui entrafne toujours une légère diminution 

de la coloration des fractions lipoprotéiques. Lt appréciation 

quantitative de chacune d'entre-elles par lecture densitomC- 

trique est donc très imprécise, d'autant plus que la perte de 

coloration spécifique n'affecte pas uniformément l'ensemble 

des lipoprotéines mais plus volontiers les fractions pauvres 

en triglycérides, 



Cet te  technique d ' é l ec t rophorèse  s u r  pap ie r  e s% 

longue e t  souvent itnprécise. Son pouvoir sépa ra teur  e s t  

f a i b l e  au niveau des  b ê t a  e t  pré-b8ta l ipopro tb ines  ; il 

e x i s t e  souvent un. chevauchement des  deux zones de colora-  

t i o n  ( f  ig. 10 page 5 8 ) e t  l e  terme de "broad-bai1dtt e~ilployé 

pour r e p r é s e n t e r  l e  p r o f i l  é lec t rophoré t ique  d'un type III a 

é t é  'créé avec c e t t e  teclmique, 

Né,mmoins, l a  inéthode continue ê t r e  c i t é e  en 

référence ,  e t  110,Pl.S. l u i  donnai t  encore l a  pr6férerice 

en 1970 ( 1 1  ) .  

C/ La ELECTROPIIORESZ SUR GEL D AJIIDON ................................. 

U t i l i s é  en 1952 pour sépa re r  l e s  l i p o p r o t é i n e s  

sé r iques  ( 11 2 ) , l e  g e l  dt amidon présente  p l u s i s u r s  j.ncoi?vé- 

n i e n t s ,  Il e s t  d é l i c a t  à prépare r ,  à manipuler e t  e n f i n  à 

démouler. La  concent ra t ion  exacte  d'un t e l  support  e s t  d i f f i -  

c i l e  à connaî t re .  comparé au g e l  de polyacrylamide, polymère 

synthot ique,  l e  g e l  dtamidon e s t  d i f f i c i l e  à s t a n d a r d i s e r .  

L'emploi de ce  support  p résen te  cependant un i n t é -  

r 8 t  : on peut en e f f e t  faci lement  e x t r a i r e  d 'un g e l  l e s  pro- 

d u i t s  q u i  y s o n t  i n c l u s  p a r  simple d i f f u s i o n  dans une solu- 

t i o n  i so ton ique ,  EUILEY e t  c o l l .  i s o l e n t  a i n s i  des  l ipopro-  

t é i n e s  p a r  é lec t rophorèse  s u r  bloc de GEON-PEVIICON s u i v i e  

d'un découpage des bandes séparées  e t  é l u t i o n  dans une 

s o l u t i o n  s a l i n e ,  I l s  préparent  pa r  c e t t e  technique j u s q u f à  

200 m g  de l i p o p r o t é i n e s  comparables à c e l l e s  que l ' o n  peut  

p u r i f i e r  par  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e ,  quant à l e u r  

composition chimique, l e u r  r é a c t i v i t é  immunologique, l e u r  

t a i l l e  en microscopie é l ec t ron ique  e t  l e u r  composition en 

apoprotéines (129, 130 ) .  



A ;  SERUM NORMAL + CHYLOMICRONS 

6: SERUM NORMAL 

Cl : CHYLOMICRONS 

b : L D L  

F I G U R E  10 . . . . . * . . 



D/ L ELECTROPIIQRESE SUR ACET-ITE DE CELLU1,OSZ ......................................... 

L ' a c é t a t e  de c e l l u l o s e  possède un bon pouvoir de 

r é s o l u t i o ~ i  m a i s  il r e t i e n t  fortement l e s  color.ants d e s  

g r a i s s e s .  11 e x i s t e  d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  d f  a c é t a t e  de 

c e l l u l o s e  e t ,  s u r  c e l l o g e l  ( type  il e s t  souvent 

u t i l e ,  apr8s migrat ion e t  f i s û t i o n  des  l i p o p r o t é i n e s  par  

1 ' a l c o o l ,  d f  e f f e c t u e r  une hydrolyse a l c a l i n e  ménagée qui  

transforrnc l e  support  en Iiydi-ocellulose dépourvue d ' a f f  i n i k é  

pour l e s  colorcants l ipop l i i l e s  ( n o i r  soudan, rouge c i b û ) .  

On peut a u s s i  met t re  en oeuvre un agent t e n s i o a c t i f  q u i  cm- 

pêche l e  c o l o r a n t  de s e  f i x e r  s u r  l ' a c é t a t e  de c e l l u l o s e  niais 

pas  s u r  l e s  l ipopro té ines .  

Avec ce  suppor t ,  l e s  migrat ions é l ec t rophoré t iques  

son t  r ap ides  e t  l e s  sépa ra t ions  des f r a c t i o n s  bê ta  e t  pré- 

b ê t a  l i p o p r o t é i n e s  sont  n e t t e s  ( f i g .  11  page 60 ). L'enrcgis -  

trenient densitoriiétrique e s t  a i s é  mais f o u r n i t  des r é s u l t a t s  

i n e x a c t s  VU q u ' i l  n ' e x i s t e  aucune r e l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l a  

concen t ra t ion  l ipopro té ique  e t  l a  q u a n t i t é  de  c o l o r a n t  f i x é e .  

C e t t e  niéthode a d ' a u t r e  p a r t  des l i m i t e s  e t  des 

inconvénients  : 

- l e  support  convient mal à l t i n d i v i d u a l i s a t i o n  des  chylomicr 

c a r  s e u l s  l e s  chylomicrons n a t i f s  de grande t a i l l e  r e s t e n t  

au po in t  de dép8t a l o r s  que l e s  chylomicrons s é r i q u e s  qu i  

on t  dé j; sub i  1 ' a c t i o n  de l a  l ipopro té ine - l ipase  migrent 

en grande p a r t i e  dans l a  zone des pré-bê ta- l ipoproté ines  

e t  quelquefois  même au niveau des a lpha- l ipoproté ines  re- 

couvrant t o u t  l té lec t ropl - ior6grame.  CILIRMAN e t  BRAUELER 

( 5 0  ) ont  récemment passé en revue l e s  d i f f é r e n t s  types  

d ' a c é t a t e  de c e l l u l o s e  e t  concluent  que son u t i l i s a t i o n ,  à 

propos de  sérums tu rb ides  e t  l a c t e s c e n t s ,  peut a b o u t i r  à 

la confusion des  types de l a  c l a s s i f i c a t i o n  de FREDRICIC3OX 



cle cELLULOS t 
- -  - 

ï 
, , , dépôt 

4d,c  b a  

a : C H Y L O M I C R O N S  

b : L D L .  

c : V l D L  

d,d,: HDL 



- l a  bande I1brond 15 " spéci f ique  du type III n ' e s t  pas  

tou jours  b ien  i n d i v i d u a l i s e e  e t  l a  confusion avec un 

type I L B  e s t  f réquente  ; 

- l a  ~ ~ ( a )  ou "sinlcing pre-beta- l ipoprotein" n ' e s t  pas  

ind iv idua l i s6e  e t  s a  migrat ion en p o s i t i o n  pré- P peut  

i n d u i r e  dcs  e r r e u r s  de typage' ( 80 ) . 

Aussi,  s i  1 ' élec t rophorèse  s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e  

r e s t e  préc ieuse  dans l ' e x p l o r a t i o n  du métabolisme l i p i d i q u e  

en p ra t ique  journa l i è re ,  il e s t  souvent nécessa i re  de  s ' ad res -  

s e r  à d ' a u t r e s  techniques pour l e  typage p r é c i s  des hypes- 

l ipémies ,  

E/ L ' ELXCTROPIIORESE SUR AGAROSE ............................ 

Employé depuis  1968 pour l a  sépa ra t ion  des Zipopro- 

t é i n e s  ( 143) ,  l l a g a r o s e  e s t  commercialisé actuel lement  en 

couche uniforme s u r  un support  i n e r t e  ( l a b o r a t o i r e s  M i l l i p o r e ,  

Bio Rad, ~eckilian).  Après migration e t  f i x a t i o n  dans un 1116lan- 

ge alcool -ac ide ,  l e s  l i p o p r o t é i n e s  son t  en généra l  révélées 

par  l e  n o i r  soudan. La c o l o r a t i o n  demande dans ce c a s  une 

d e s s i c a t i o n  p r é a l a b l e  du g e l ,  opéra t ion  reltktivecleilt longue. 

Le pouvoir de r é s o l u t i o n  de l ' aga rose  e s t  e x c e l l e n t  

en ce q u i  concerne l e s  a lpha ,  b & t a  e t  pré-b&ta- l ipoproté ines ,  

mais comme s u r  l ' a c é t a t e  de c e l l u l o s e  ou l e  pap ie r ,  e n  c a s  

d'hyperchylomicronémie, une p a r t i e  des  chylomicrons migre en 

t r a î n é e  depuis l e  po in t  de dép8t jusqu 'à  l a  zone des pré-bêta  

l i p o p r o t é i n e s  ( f i g u r e  12 page 6 2  ). L'addi t ion  d'albumine 

humaine au tampon d '  é lec t rophorèse  permet néanmoins de  remé- 

d i e r  en p a r t i e  à c e t  inconvénient.  



A : CHY LOM ICRON S 

6 : S ERUM NORMA L + CHYLOMICRONS 

C : SERUM NORMA L 

a : C H Y L O M I C R O N S  

b :  LDL 
c : VLDL 
d : H D L  



L'eti~ploi de c e  support  ne permet donc pas de résoudre l e  

problhme du typace des sérums l a c t e s c e n t s  mais f a c i l i t e  l e  

d iagnos t i c  du type III ( 3 1  séruni c l a i r )  lo r syu ton  u t - i l i s e  une 

révélslt ion p a r t i c u l i è r e  par  l e s  polyanions se lon  SEIDEL e t  

c o l l .  (173, 199  ) q u i  ont adapté  l t é l e c t r o ~ , l ~ o r ~ s e  l e s  t e s t s  

de p r e c i p i t a t i o n  proposés pa r  BURSTEIN ( 4 1 ) . Le protocole  

e s t  l e  suival i t ,  il e s t  résunié s u r  l a  f i g u r e  13 6 4  ) : 

- dans un premier  tenips, l e s  VLDL sont  préc i -p i tées  dans l e  

g e l  par  une s o l u t i o n  d t h é p a r i n a t e  de sodium e t  de ch lo ru re  

de magné s iuni , 
- dans un second teiiips, l e s  a u t r e s  l i p o p r o t é i n e s  (LIIL e t  IIDL) 

sont  p r é c i p i t é e s  pa r  une s o l u t i o n  de s u l f a t e  de dext rane  

e t  de ch lo ru re  de calcium. 

En présence d'un type I V ,  l e s  LDL appara i s sen t  

e n t r e  l e s  VLDL e t  l e  poin t  de dép8t. 

En présence d'un type III, l e s  LDL appara i s sen t  

en ava l  e t  r en fo rcen t  l a  p r c a i è r e  bande puisque l a  l ipopro-  

t é i n e  anorinale du type III a  une migrat ion de type LDL mais 

p r é c i p i t e  comrne l e i  VLDL. 

La méthode e s t  e x c e l l e n t e  : jusqu'à présent  l e  

typage ne r e p o s a i t  que s u r  l ' a s p e c t  de llbroad-bcand" obtenu 

s u r  p a p i e r  en tampon albumineux e t  s u r  l e s  c r i t h r e s  q u a s i  

o b l i g a t o i r e s  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  de  f l o t t a t i o n .  Cependant, 

dans n o t r e  expérience,  nous avons pu c o n s t a t e r  l a  s u i t e  

d ' a u t r e s  a u t e u r s  (136) qutavcc c e t t e  technique c e r t a i n s  

type III confirmés en u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  n ' é t a i e n t  pas  

repérés .  



FIGURE 13 
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T Y P E  

R E V E L A T I O N  D E  S E I D E L  ....................................... 
P A R  L E S  P O L Y A N I O N S  ................................... 

T Y P E  III 

1: précipitation par llhéparinate de sodium qui r6vCle les 

pré-beta (type IV) ou la lipoprotéine anormale (type III). 

2: précipitatioil par le sulfate de dextran qui révèle toutes 

les lipoprotéines. 



Combinée à c e r t a i n s  t e s t s  de préc ip i ta t ior r  

s é 1 . e ~  t i v e  p a r  l e s  p o l y m i o n s ,  1 'é lec t rophor&se  su r  g e l  

d laga rose  s u i v i e  d'une i n t é g r a t i o n  der~sitoii iétrique d e s  

f r a c t i o n s  ainsi .  indiv idual - i sées  e s t  u t i l i s é e  par c e r t a i n s  

a u t e u r s  pour q u a n t i f i e r  l e s  l ipopro t4 ines .  C e s t  a i n s i  

que LOPEZ e t  c o l l .  ( 1 2 3 )  appr6cient  l e s  b8ta  e t  pré-bêta- 

l i p o p r o t é i n e s  d 'un plasma. 

Il n t  e x i s t e  cepqndant aucune l i n é a r i t é  e n t r e  l a  concerr- 

t r a t i o n  en lkpoprot&incs  e t  l a  qii,antil;& de colornnk f i -sé  

par  chaque c l a s s e  d ' e n t r e  e l l e s  e t  de noiîibreuses ob j e e t i o n s  

sont  f a i t e s  c e t t e  méthode. 

Le problème de l a  f i x a t i o n  du co lo ran t  pa r  l e s  l i p o p r o t é i n e s  

se  pose égaletnent dans une a u t r e  technique de q u a n t i f i c a t i o n  

basée exclusivement s u r  l a  sépa ra t ion  é1ectropl;lorétique 

obtenue s u r  g e l  d 'agarose sel011 l a  teclulique des laborü-  

t o i r e s  Bio Rad ( 9 4  ) e t  pour résoudre ce  probl&n~e,  l e s  

au teurs  i n t r o d u i s e n t  des  f a c t e u r s  de c o r r e c t i o n  ou " f a c t e u r s  

de co lo ra t ion t1 .  D 'aut res  f a c t e u r s  in te rv iennen t  : c e  sont  

des  f a c t e u r s  de s t a n d a r d i s a t i o n  in te rne  qui  t i ennen t  cotnpte 

pr incipalement  de l a  manipulation proprement d i t e  e t  de l a  

p réc i s ion  p l u s  ou moins grande de l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  &chan- 

t i l l o n s  déposés s u r  l e  g e l .  

En conclusion,  l e  g e l  dtagarose e s t  un suppor t  q u i  

d e v r a i t  ê t r e  e s sen t i e l l ement  u t i l i s é  p a r  l a  sépa ra t ion  ana- 

l y t i q u e  des l i p o p r o t é i n e s  de sérums c l a i r s  : il ne d o i t  ê t r e  

employé qu'avec beaucoup de ré se rves  pour une étude q u a n t i t a -  

t i v e .  

F/ L'ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAFIIDE .......................................... 

Tous l e s  sys  tèrnes é l e c  tsoplloré tiiques précédemment 

envisagés séparent  l e s  l i p o p r o t é i n e s  d ' ap rès  l e u r s  d i f f é r e n c e s  



sans f a i r e  i n t e r v e n i r  d ' a u t r e s  p r o p r i é t é s  physiques, L'élec- 

t rophorèse s u r  gel de polyacrylaiiiide f a i t  i n t e r v e n i r ,  en 

p l u s ,  l e  f a c t e u r  t a i l l e  moléculaire.  C ' e s t  pourquoi l ' o r d r e  

de migration des  VLDL e t  des  LDL se trouve modifii. s u r  

c e  support  s i  on l e  cornp;ire à c e l u i  obtenu s u r  p a p i e r ,  a c é t a t e  

de ~ e l l u l ~ o s e  ou agarose : 

dépôt 

pap ie r  

a c é t a t e  de c e l l u l o s e  

agarose 

~."p p 4 

g e l  de p o l y a c r y l m i d e  



Le g e l  de p ~ l y a c ~ y l a m i d e  e s t  préparé par  CO-  

polyinérisation dqacrylamide e t  de b i s - ac ry lmide  cn pr6scnce 

d'un catalysei l r  l i b b r a n t  des radicaux l i b r e s  e t  d'un i n i t i a -  

t eu r .  Sa formation peut ê t r e  scl-iématis6e a i n s i  : 

CH2 = CIICON112 + CH2 (NIICOCII = ~ 1 3 ~ ) ~  

a c ry l  amide N ,  N t  rnétl~ylène bis-acrylmiide 

I 
NH 
I 
CO 
I 
CII 

Catalyseur  

I I n i t i a t e u r  

C1-I - 
1 
CO 
I 
NI-I 
I 
CI12 
I 
NII 
I 
CO 
1 
CI3 - 

Ce support e s t  par t icul ièrement  u t i l e  pour la 

séparat ion des macromolécules : 

- il assure  une sépara t ion  rapide ,  

- l e s  phénomènes d 'adsorpt ion e t  dt61ectro-osmose sont  t r è s  

f a i b l e s ,  

- on peut jouer s u r  l a  poros i t é  e t  c h o i s i r  l a  t a i l l e  des 

pores en fonct ion de c e l l e  des macromolécules à i s o l e r .  

Deux paramètres exprimés en pourcentages d é f i n i s s e n t  

généralement l e s  g e l s  : T e t  C 



l 
5 T = concent ra t ion  en acrylamide + concent ra t ion  I 

en bis-acrylümide 

5 bis-acrylarnidc 
$ c =  

$ T 

R&cemrnent, RUCHEL e t  c o l l .  ( 1 5 9 )  ont s u i v i  en  m i -  

croscopie Qiec tsonique  l e s  modif icat ions morphologiques d 'un 

g e l ,  a s soc iées  à, des v a r i a t i o n s  de l a  concentratioiz en acry- 

lainj.de ou en bis-ncrylaniide. I l s  montrent a i n s i  qu'une aiig- 

men t a t i o n  de l a  concent ra t ion  en monomère i n d u i t  non seulement 

une augirieiztation de l a  masse s t ructura1.e  par  u n i  t é  de s u r f a c e ,  

mais également un épaississement  des  membranes du ge l .  De 

même, il e x i s t e  une r e l a t i o n  e n t r e  l a  concent ra t ion  en  b i s -  

acry1ami.de e t  l ' o r g a n i s a t i o n  s t r u c t u r a l e  dé î i r i i t ive .  Les 

é d i f i c e s  obtenus saris agent de pon'tage sont  fo  rrnés uniquenien t 

de f i b r i l l e s  longues e t  f i n e s  dont l a  longueur diminue au 

f u r  e t  à mesure que l ' o n  augmente l a  concentrat ion en b i s -  

acrylamide, pouvant menie a t t e i n d r e  l ' é t a t  de po in t s  ou dc 

noeuds. Un "ge l "  pr6paré exclusiveinent à 1' a ide  de b i  s-acry- 

lamide c o n s i s t e  cn une mul t i tude  d ' u n i t é s  sphbriques agrégées 

au hasard.  

L'emploi de ce  support  a  considérablement s i m p l i f i é  

l e  problème du d i a g n o s t i c  des hyperlipémies e t  l e  g e l  de 

polyacrylamide nous p a r a l t  a v o i r  un t r è s  grand pouvoir de réso- 

l u t i o n .  La mise en évidence de nombreuses b'andes i n t e r m é d i a i r e s  

o f f r e  des  p o s s i b i l i t é s  supplémentaires pour l e  typage. Inver- 

sement l e  f a i t  d 'observer  une bande unique s u r  ce suppor t  

c o n s t i t u e  un p u i s s a n t  c r i t è r e  d'homogénéité pour une f r a c t i o n  

l ipopro té ique  i s o l é e  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ou chromatogra- 

phie.  

NARAYAN, en 1965, préconise  l e  premier l ' emploi  

d 'un t e l  support  ( 1 3 8 ,  139 , 1 4 0  ). En 1969,  PRATT e t  DANGERFIELD 



(150)  pub l i en t  l a  rnétl-rode de p répara t ion  d 'un g e l  de  polya- 
1 

crylamide à ~ r a d i c n t  c o ~ i t i n u  de concentrat ion.  La r é s o l u t i o n ,  

au niveau des  l i p o p r o t é i n e s  s a r i q u e s ,  é t a i t  dé jà  a i n s i  t r è s  
i 

supérieure à c e l l e  obtenue avec l e s  tec2uiiques p l u s  c l a s s i q u e s .  

FRINGS en 1971 ( 7 4  ) p u i s  IIALL en 1972 ( 9 0  ) nicttcnt au p o i n t  

l e  systhme ttquiclc Disc". La séparat ior i  s ' e f f e c t u e  s u r  une 

p e t i t e  colonne de g e l  d '  acrylamide g rad ien t  d i scon t inu  

de concent ra t ion .  T r o i s  s o r t e s  de g e l s  sont successivement 

coulés  e t  polymérisés : g e l  de sdpara t ion ,  g e l  de con cent ratio^ 

e t  g e l  de dép0.t auquel on incorpore l e  sérum précoloré .  

La prdpara t ion  des g e l s  e t  de l a  s o l u t i o n  c o l o r a n t e  

d i s t inguen t  l e s  procédés. 

Deux c r i t i q u e s  s ' a d r e s s e n t  à ceux-ci : 

- d'une p a r t  l ' u t i l i s a t i o n  du n o i r  soudan comme r é a c t i f  de 

p réco lo ra t ion  s e  révEle peu s a t i s f a i s a n t e  malgré l e s  modi- 

f i c a t i o n s  appor tées  par  IULL. En e f f e t ,  c e l u i - c i  précorlise 

l t a c é t y l a t i o n  du co lo ran t  q u i  augmente son a f f i n i t é  pour 

l e s  l i p o p r o t é i n e s  e t  r é d u i t  de ce  f a i t  l e  volume de s o l u t i o n  

co lo ran te  u t i l i s é e  ; c e l a  permet de  d in~ inuer  l a  concentra- 

t i o n  en a c r y l m i d e  e t  b i s - a c r y l m i d e  dans l e  g e l  de  d6p6t 

e t  donc d f e n  augmenter l a  poros i t é .  On pouvait  a i n s i  e s p é r e r  

obteni r  une l é g è r e  migrat ion anodique des chylomicrons ; 

- d ' a u t r e  p a r t ,  l e s  cl-~ylomicrons ne pénét rant  pas dans l e  

g e l  selon l a  technique de FRINGS, sont  l e  p l u s  souvent 

masqués pa r  l e  dép8t du co lo ran t  excédenta i re ,  c e  q u i  rend 

encore d i f f i c i l e  l e  d iagnos t i c  d i f f é r e n t i e l  e n t r e  1es .hyper-  

l ipémies  de type I V  e t  V. 

En 1974, SEGAL' e t  c o l l .  ( 171) pub l i en t  une méthode 

de p réco lo ra t ion  des  l i p o p r o t é i n e s  p a r  l e  diformazan de 

n i t r o  b l e u  de t é t r azo l ium (NBT) qu i ,  en s i m p l i f i a n t  l a  tech- 

nique d lé lec t rophorèse  en g e l  de polyacrylamide, l a  rend de 

r é a l i s a t i o n  f a c i l e  e t  re la t ivement  rapide.  
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Nous présentons dans le deuxi&me clrapî trc une 

r6celite i~ïétliode dtélectrophorCse sur gel de polyacrylamitie 

en gradient cliçconti~ru de p1-I et de concentration ( 1741 ,  Cette 

teclmiq~ze, mise au point an laborritoirc, per~nct le plus sou- 

vent de lever les doutes ou impossibilités d'iriterprétation 

d'un lipidogrcm:~e sur l'un des supports plus classiques tel 

l'acétate dc cellulose. Chaque type d' lx)-perl ipoprot&ii l&inie 

a son profil particulier et les ainbigu.i.%és sorit exception- 

nelles d'un type & llnutre. 

D'au-Lrc part, cc support pertriet la mise en évidence 

facile des lipoprotéines pnrticulibres, cornme ln ~ ~ ( a )  ou 

la lipoprotéine iilterniédiaire s faccumulant d<ans l'hyperlipéniie. 

de type III. 

L'excellente résolution des lipoprotéines sériques 

obtenue sur ce support a conduit certains auteurs à ltuti- 

liser pour préparer des fractions purifiées. Comme pour le 

gel d'=amidon, les bandes de lipoprotéines sont extraites 

par découpage et élution, Le broyage dans un mortier sous 

un faible volunie de solution saline est ici préféré à la 

simple diffusion ( 193), 
Dans le troisième chapftre, nous présentans une 

technique originale dtélectrophorèse préparative sur colomae 

de gel d'acry1ami.de avec élution continue des différentes 

bandes de lipoprotéines (58 ), Ce système est appliqué à la 

préparation des b6ta et alpha-lipoprotéines ; il nous a 

permis également d'isoler à l'état pur la ~ ~ ( a )  lipoprotéine 

et d'en faire une étude partielle. 

Sur le plan qualitatif, l'apport de l~électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide est indi-scutable. L'utilisation de 

ce support permet en outre de préparer très facileinent et à 

l'état pur certaines classes de lipoprotéines, ce qui jusqul& 

maintenant nécessitait la pratique ,de ltultracentrifugation. 

C'est donc un support de choix pour l'analyse des lipoprotéi- 

nes. 



P A R  V O I E  C H I M I Q U E  

A/ PRINCIPE 
-Be----- 

En 1955, BURSTEIN e t  SAliAILLE ( 37 ) montrent que 

l e s  polyanions forment avec l e s  l i p o p r o t é i n e s  des co~nplexeç 

inso lub les  cn présence de c a t i o n s  b iva len t s .  Ce son t  l e s  

preiiiiers t ravaux d tune  t r è s  longue l i s t e  e t  d e s  polyanioi?s 

a u s s i  v a r i é s  que l t h é p a r i n e ,  l e  s u l f a t e  de dext rane ,  l e  

t réburon,  l e  l i q u o ï d e ,  1' hémoclar, l e  s u l f a t e  dtamylopectinc,  

v o i r e  même l e  polys tyrène  su l fona te  de sodium ou l ' a c i d e  

phosphotungstique sont  a s soc iés  à d i v e r s  c a t i o n s  b i v a l e n t s  

t e l s  l c  calcium, l e  magnésium, l e  ii~an~arrèse ou l e  c o b a l t .  

La p r é c i p i t a t i o n  des  l i p o p r o t é i n e s  peut de même ê t r e  s é l e c t i v e  

lo r squ lon  a j o u t e  au sérum un dé te rgen t  ca t ionique  ou un 

polymère n e u t r e  t e l  l e  polyvinyl-pyrrolidone. 

Ces t e s t s  de p r é c i p i t a t i o n  s é l e c t i v e  sont  simples 

e t  t r è s  fac i lement  r é a l i s a b l e s  pa r  t o u t  l a b o r a t o i r e  d'ana- 

l y s e s .  I ls  ont  é t é  e x p l o i t é s  p a r  de nombreux au teurs  e t  son t  

à l a  base de p lus ie t i r s  schémas proposant l a  q u a n t i f i c a t i o n  

des l i p o p r o t é i n e s   sérique.^, t r è s  in té ressan te  à cons idé re r  

en pathologie .  



B/ LES PRECIPITLITIONS SELECri'IVES ............................. 

1 - La p r C c i p i t a t i o n  polynnionique .............................. 
a )  - h i s t o r i q u e  

. . 0 . . 0 . 0 . .  

Avec BELWF'ELD ( 1 5  ) e t  OECLEY ( 1 4 5 ) ,  DURS?%'IN e t  

SAJIAILLE ( 3 7 )  montrent l e s  premiers en 1955 que dans c e r t a i n e s  

cond i t ions ,  l e s  . l i p o p r o t & i n e s  s6ricpe.s de basse  d e n s i t é  pré-  

c i p i t e n t  & 1311 neut re  p a r  foi-mation de c~rnplexes i n s o l u b l e s  

avec des  polysaccliarides s u l f a t d s  de liaut poids  n~oléculaisc? 

t e l s  l t amylopec t ine  e t  l e  s u l f a t e  de dcxtrcuzc, ou de poids 

moléculaire p l u s  f a i b l e  Le1 l ' h d p a r i n e  ; dans ce  d e r n i e r  c a s ,  

il f a u t  a Jou tc r  un c a t i o n  b i v a l e n t ,  D e  t r è s  nombrmx au teurs  

ava ien t  dé j& d é c r i t  l a  formation de complexcs s o l u b l e s  e n t r e  

d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  sér iques  e t  des polysaccharides  s u l f a t g s  

( 2 1  , 100). Cependant, l ' a f f i n i t é  dc c e s  d e r n i e r s  e s t  beau- 

coup p l u s  grande pour l e s  b& ta- l ipopro  t é i n e s ,  e t  BXlLWFELD 

e t  c o l l .  montrent qu'avec de f a i b l e s  conccnt ra t ions  en  

polysaccliarides dans une zone de pII a l l a n t  de 7 , 5  ?i 8,6, 

seu les  s '  é t a b l i s s e n t  des  i n t e r a c t i o n s  avec l e s  betn- l lpopro-  

t é i n e s  ( 16 , 1 8  

Lcs complexes a i n s i  form6s s o n t ,  s o i t  s o l u b l e s ,  s o i t  

i n s o l u b l e s ,  s e l o n  l a  na tu re  chiniiquc du polysaccharide u t i l i s é .  

En 1957 ( 38 ) , appara i s sen t  d ' a u t r e s  composés sill- 

f a t é s ,  t e l  l e  s e l  de  sodium de l ' a c i d e  po lyané t l~o l  su l fonique ,  

q u i  p r é c i p i t e n t  l e s  l i p o p r o t é i n e s  de basse d e n s i t é  en présence 

de calcium. 

F a i s a n t  v a r i e r '  l e s  cond i t ions  expérimentales  (na tu re  

du c a t i o n ,  concen t ra t ion  des  r é a c t i f s ,  f o r c e  ionique)  BURSTEIN 

d e c r i t  en 1962 ( 3 0  ) l a  p r é c i p i t a t i o n  des I-IDL par  l e s  poly- 

sacchar ides  s u l f a t é s  j u s q u Q a l o r s  u t i l i s é s  pour c e l l e  des  

l i p o p r o t é i n e s  de f a i b l e  d e n s i t é .  Dans des condi t ions  expéri-  



I 
nientales parfai tement  défin.ivs,  il e s t  poss ib le  de p r b c i p i t e r  

sélect ivement  une c l a s s e  p a r t i c u l i è r e  de lipopro.t;8ines. 
I 
1 

Des anions a u t ~ * e s  que l e s  p o l y s u l f a t e s  peuvent e t r e  

employés e t  l ' a d d i t i o n  de c a t i o n s  b i v a l e n t s  s'irnpose. C ' e s t  

a i n s i  que  UUIZSTEIK en 1963 ( 3  1 ) o b t i e n t  des  coliiplexes e n t r e  

l e s  . l i popro té ines  de basse derisitU c  t l e  phospliotungs t a t e  

de sodiu~n. En 1370 ( 4 0  ) l e s  l ipopro t6 incs  de liautc denoi.t6 

sont  prUcipi tées  par  l e  meme polyanion. 

Dc Le l l e s  i n t e r a c t i o n s  son t  également obtenues avec 

des polyphosphates iizorganiqiies ( 3  3 ) ou avec de simples 

anions : des  t 6 t r n c y c l i n c s  ( 1 1 3 ) ~  des  s e l s  b i l i a i r e s ,  des  

ac ides  g r a s  e t  l e  l a u r y l - s u l f a t e  de sodium ( 3 5 ) .  

Des techniques basées s u r  l a  fortnation de c e s  

coniplexes iizsoliibles l ipopro  téine-polyanion-cû t ion s o n t  a l o r s  

largement développées. U U R S T E I N  e t  SCIIOLKICIC ( 4  1 ) ont  

récemment rappor té  l e s  t r è s  nombreuses m6thodes basées  s u r  

ce p r inc ipe  e t  a s su ran t  une p r é c i p i t a t i o n  s é l e c t i v e  des  

l ipopro té ines .  

b )  - ~ p é c i f i c i t é  dc l a  p r é c i p i t a t i o n  
* . . . o .  o * . . . . . . . . . . . . . . * . . * * . * o *  

L o r s q u r e l l e  d o i t  ê t r e  s é l e c t i v e ,  l a  p r 4 c i p i t a t i o n  

polyanionique des l i p o p r o t é i n e s  réclame des exigences expé- 

r imenta les  p a r t i c u l i è r e s .  En e f f e t ,  l e s  l i p o p r o t é i n e s  ne 

p r é c i p i t e n t  pas tou tes  dans l e s  inêtnes condi t ions  : on peut  

jouer s u r  l a  n a t u r e  du polyanion e t  c e l l e  du c a t i o n ,  s u r  l a  

f o r c e  ionique e t  l e  pH du mi l ieu  réac t ionne l  e t  e n f i n  s u r  

l e s  c o n c e n t r ~ ~ t i o n s  f i n a l e s  r e s p e c t i v e s  des t r o i s  r 6 a c t a n t s .  

I La  formation du complexe inso lub le  l ipopro té ine -  



microns e t  l c s  VLDL qu'avec l e s  LDI,, e t  pl-us facilernerit 

avec l e s  LDL qu'nvcc l e s  IIDL. Ce f a i t  s ' exp l ique  p a r  un 

rappor t  c r o i s s a n t  p ro té ine / l ip ide .  C ' e s t  a i n s i  qufllne p r6 -  

c i p i t a t i o n  s é l e c t i v e  des d i î f 6 r e n t c s  c l a s s e s  de l i p o p r o t é i n e s  

peut É t r e  obtenue avec un m ê m e  polymion c t  en présencc du 

mÉine c a t i o n ,  en aiigmeiztant progressivetiient l a  coi icentrat ion 

des r d a c t i f s ,  

La f a c i l i t é  avec lacluelle s e  fornie l e  coinplexc 

d&pcl?_d du rappor t  p r o t é i n e / l i p i d e ,  mais non de l a  colnpositian 

l i p i d i q u e  des l i p o p r o t é i n e s  p r 6 c i p i t é e s .  BURSTEIN en 1970 

( 4 3 ) p r é c i p i t e  l e s  l ipopro t4 ines  ~uiormales d 'mi séruiri i c  t é -  

r ique  e t  Les VLDL dans l e s  mêmes condi t ions ,  malgr& l e u r  

t eneur  t r è s  d i f f é r e n t e  en l i p i d e s .  Cependant, da?s l e s  deux 

c a s ,  1 es r appor t s  ~ r o t é i n e / l i ~ i d e  sont  sensiblement é g ~ u x .  

La fortnation des coinplexes peut  s l e x p l i q u e r  par  

une i n t e r a c t i o n  é l e c t r o s t a t i q u e  s ' é t a b l i s s m t  e n t r e  l e  po- 

lyanion e t  l l apopro té ine ,  Le complexe so luble  a i n s i  obtenu 

e s t  e n s u i t e  p r é c i p i t é  p a r  l e  c a t i o n  b iva len t .  La n a t u r e  de 

l tapoprot6i i le  e s t  t r è s  importcante : 

- En absence de c a t i o n s  biva3ents ,  il y  a  une 

grande d i v e r s i t é  des  pH exiges  pour l a  p r é c i p i t a t i o n  des 

d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  de l i p o p r o t é i n e s  p a r  l t lzéparine ( 4 0  ) . 
- En u t i l i s c a n t  des  LDL acé ty lées ,  NISIIIDA e t  COGiul' 

( 1 4 2 )  montrent que l e s  groupes p o l a i r e s  des p r o t é i n e s  sont  

responsables  de l ' i n t e r a c t i o n  s u l f a t e  de dextrcuie-LDL formant 

a i n s i  un complexe so lub le ,  Des l i a i s o n s  suppl&mentaires  e n t r e  

l e s  charges néga t ives  du po lymion  e t  des LDL e t  l e s  charges 

p o s i t i v e s  du c a t i o n  b i v a l e n t  sont  en f in  responsables  de l a  

conversion en complexe inso lub le ,  

Par  c o n t r e ,  pour d ' a u t r e s  au teurs  ( 1 7 , 4  7 ) , l e s  

polysaccharides  s u l f a t é s  s e  combinent aux groupements posi-  

t i f s  des  phospholipides des  LDLo ~ a p a r k i e  p ro té ique  n ' e s t  

donc pas e s s e n t i e l l e .  



Néanmoins, l e s  1ipi.des riorit nécessa i res  pour l a  1 
p r 6 c i p i t a t i o n .  BWSTEIN niontre en 1970 que, aprhs d6 l ip ida -  l 

I Lion des  IIDL, l e s  apoprotéines so lub les  ne sont; pas p réc ip i -  , 

t é e s  p a r  l e s  polyanions dans l e s  in6nics conditioris que l a  

l ipoprot6 ino  e n t i b r e  ( 4 0 ). 

Quelle que s o i t  l t hypo th&sc  re tenue  il f a u t  n o t e r  

que l e s  polysaccharides  sulf 'atés e t  les ~>hosphokungs t a L e s  

de sodiiiin ne formcn-t püs dc s e l s  inso lub les  avec l e s  ca t ions  1 
b i v a l e n t s ,  Lorsclue l a  p r é c i p i t a t i o n  des l i p o p r o t é i n e s  e s t  

obtenue avec l c s  polypkiospliates, l e s  t é t r a c y c l i n e s  ou l e s  

d&.bergents, l l a s s o c i a t i o n  dc c e s  r é a c t i f s  e t  du c a t i o n  bi- 1 
v a l e n t  r 6 s u l t e  en un s e l  i i i so luble ,  e n t r a î i ~ ~ a n t  l a  prCci.pi- 

t a t i o n  des  l ipopro t6 ines ,  

2 - La p r é c i p i t a t i o n  polycat ionique ............................... 

La p r é c i p i t a t i o n  des l i p o p r o t é i n c s  a l i e u  également 

lorsquton  a j o u t c  au sérum un db te rgen t  catioriiq~xe t e l  l e  bro- 

mure de cétyltr iuiéthylamnoni-an ou l e  cé tavlon ,  e t  un polyélec- 

t r o l y t c  de cllarge opposée sous f  oriiie d 'héparine ( 3 4 ) . 
Lorsqulon remplace l e  couple de te rgen t  - polyélec-  

t r o l y t e  p a r  deux p o l y é l e c t r o l y t e s  de charge opposée ( p a r  

exemple l e  l a u r y l - s u l f a t e  de sodium e t  l e  c é t a v l o n ) ,  l e s  

l ipopro t8 ines  r e s t e n t  en so lu t ion .  11 en r é s u l t e  que l e u r  

p r é c i p i t a t i o n  e s t  l i é e  à l a  forination d'un complexe so lub le  

l i p o p r o t é i n e s  - dé te rgen t .  Celu i -c i  f l o c u l e  en présence d 'un 

é l e c t r o l y t e  q u i  forme avec l e  dé te rgen t  un s e l  inso lub le ,  

3 - La p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  polyvinyl-pyrrol idone ............................................. 
La p r é c i p i t a t i o n  des l i p o p r o t é i n e s  s ' o b t i e n t  

également p a r  i n t e r a c t i o n  de c e s  macromolécules avec un 

polymère n e u t r e ,  l e  polyvinyl-pyrrolidone, 

A pI-I neu t re  e t  dans u n  mi l ieu  Iiypertonique à base 

de ch lo ru re  de sodium, l e  polyvi~iyl-pyrrolicione p r é c i p i t e  
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sélectiveiilent l e s  ckiylornicrons, l e s  VLDL e t  l e s  LDL ; 

l e s  concent ra t ions  de polqwinyl-pyrrolidone n é c e s s a i r e s  

pour o b t e n i r  c e t t c  p r é c i p i t a t i o n  sont  p l u s  f a i b l e s  pour 

l e s  chylon~icrons que pour l e s  VLDLI ( 3 6 ) e t  p lus  f a i b l e s  

pour l e s  VLDL que pour l e s  LDL ( 1 9  , 3 2 ). 

GORDIS e t  BIEmI,ZhT u t i l i s e n i ;  l a  p r6c ip i - t a t ion  pa r  

l e  polyvinyl-pyrrol idone des l ipopratc$ines clsui séruni 

opalescent  ou tu rb idc  pour trad.u.ire, s o i t  un defaut  d'&pu- 

r a t i o n  des l i p o p r o t é i n e s  r i c h e s  cn t r i g l y c é r i d e s  (chyle- 
microns e t  VLDL), s o i t  une liypersy-ntlr&se hépatique de 

VLDL q u i ,  l o r s c l u t c l l e s  sont  de grn~ide  ta i1 .1~.  soiit d6signSes 

sous l e  norii de li.poniicrons, D a i l s  l e  t c s t  de G O R D I S  ( 1 4 4 ) ,  

l a  p r é c i p i t a t i o n  s ' e f î e c  tue drilis une coloiiiic gradien-i; de 

concent ra t ion  ea polyvinyl-pyrrolidone de O à 5 5. Le t e s t  

de DIEXUN ( 2 0 ) c o n s i s t e  à déposer l c  sérum au fotld d'un 

tube conten,ant une s o l u t i o n  aqueuse de polyvinyl-pyrrolidorle 

à 3 $. Après mie n u i t  à 3 7 O  C ,  l e s  chylomicrons se rassemblent 

en su r face ,  a l o r s  que l e s  lipomicrons d i f f u s e n t  en t r a f n é e  

s u r  t o u t e  l a  hauteur  de l a  colanne l iqu ide .  

C/ APPLICATIONS ------------ 

La presque t o t a l i t é  dcs  hyperl ipoprotéinémies s e  

t r a d u i t  p a r  une augmentation du taux des  l i p o p r o t é i n e s  du 

groupe b ê t a  : bSta- l ipoproté ines  lourdes  ( type  II ) , pré- 
A 

b8 ta - l ipopro té ines  l éghres  ( type I V  ou V) ou ensei?ible des  

b 8 t a  e t  des pré-bê ta- l ipoproté ines  ( type  IIIj mixte) .  Le 

dosage des b & t a  e t  des  pré-be ta- l ipoproté ines  s é r i q u e s  pré- 

s e n t e  donc un i n t é r & t  majeur dans l e  d iagnos t i c  d i f f é r e n t i e l  

de  c e s  hyperl ipoprotéinémies,  D m s  c e  but,  il convient  de 

d i s p o s e r  de techniques d 'ana lyses  simples e t  r a p i d e s  permettan 

o u t r e  l ' i d e n t i f i c a t i o n  p r é c i s e  du t roub le  l i p i d i q u e ,  de 

s u i v r e  l ~ é v o l u t i o n  d'une hyperlipémie ou dsen f a i r e  un 

dép i s t age  précoce. 



Pariiti l e s  qua t re  types de m6tkiodes u t i l i s a b l e s  : 

l ~ u l t r i i c e i ï t r i f u ~ a t i o i ~ ,  l ' é l e c t r o p h o r ~ s e ,  l a  prQcipi ta t iox1 

immunologique e t  l a  p r é c i p i t a t i o n  chiiriiquc, s e u l e s  l e s  derix 

deiriit?res se  pr6tci t t  aisément e  t efficacenient pour l e s  ana- 

l y s e s  dc rou t ine ,  Du f a i t  de l a  composition pro td ique  des 

l ipopro t6 incs  , l e s  tecluliques immunologique s ne pcrmet t cn t  

pas de d i f f d r e n c i e r  e n t r e  e l l e s  l e s  deux groupes b g t a  e t  

pré-bêta-1i.poprotéines ( 4  4  ). 

C'es t  pourquoi l e s  ni6tliodes de p r é c i p i t a t i o n  

s é l e c t i v e  par  voie  clzirnique s avhrcilt par t icu l i&rcmer i t  

i n t é r e s s a ~ % e s ,  C e r t a i n s  pro tocoles  de q u a n t i f i c a t i o n  des 

l ipopro té ines  l e s  combinent 5 l f é l e c t r o p h o r & s e  (123) ,  d ' a u t r e s  

ne f o n t  appel qu 'à  l e u r s  s e u l e s  p r o p r i é t é s  de p r é c i p i t a t i o n  

s é l e c t i v e .  C ' e s t  a i n s i  que WILSON e t  c o l l ,  (203, 204 ) décr i -  

vent une méthode u t i l i s a n t  l e  dosage du c h o l e s t é r o l  d e s  

l i p o p r o t é i n e s  séparées  p a r  deux é tapes  de p r é c i p i t a t i o n .  

Dans c e  p ro toco le ,  l e s  VLDL sé r iques  sont  p r é c i p i t é e s  dans 

un premier temps par  l e  l a u r y l - s u l f a t e  de sodium et; on 

mesure l a  concentration en c h o l e s t é r o l  du surnageGant qu i  

c o n t i e n t  l e s  IfDL e t  l e s  LDL. Dans un second tenips, l e s  VLDL 

e t  l e s  LDL s o n t  p r é c i p i t é e s  p a r  un complexe polyanion-cati011 

d i v a l e n t  e t  on mesure l a  concent ra t ion  en c h o l e s t é r o l  du 

sumagc,mt q u i  ne c o n t i e n t  p l u s  que l e s  IIDL. A p a r t i r  des  

v a l e u r s  obtenues e t  du c h o l e s t é r o l  t o t a l ,  on c a l c u l e ,  pa r  

d i f f é r e n c e ,  l e  taux de c h o l e s t é r o l  des  VLDL e t  des LDL. 

La f i g u r e  14 (page 78 ) résume l e s  pr incipaux temps de  l a  

méthode. 

Deux a u t r e s  r é a c t i o n s  de f l o c u l a t i o n  sont  u t i l i -  

sées  p a r  GIRARD e t  c o l l .  ( 8 6  ) pour q u a n t i f i e r  l e s  l ipopro-  

t é i n e s  : l a  p r é c i p i t a t i o n  de l 'ensemble b&ta - l ipopro té ines  

+ pré-bê ta- l ipoproté ines  p a r  a d d i t i o n  de s u l f a t e  dc dext rane  



Recueil du surnageant n p r b s  
centrifugation et dosage 

du cliolestérol total 

soit C 
3 

Recueil du filtrat après  
~ent~iî~igatiori et ultraf iltratiorr 
puis dosage du cholest&rol total 

CT (HDL + LDL) 
soit C 1 



e t  dc riia.gnésiuin, e t  l a  p r 6 c i p i t a t i o n  des pr6-b&ta- l ipoyrot6 i le  

( e t  l e s  cliylornicrons éventuclle~iicnt pr6sciit s )  pa r  a c t i o n  di1 

l a u r y l - s u l f a t e  dc sodium. Ces p r 6 c i p i t a t i o n s  S C  p r a t i c p e ~ i t  

directement  s u r  l e  s8ru:n e t  s e  p r ê t e n t  ais6mcnt cles ûdnpta- 

t i o n s  autornr;tiqucç ( 45 , 4  6 , 8 6 ) . Ln cicsin-c dc 1' in i ;ens i t& 

du t roub le  d6veloppé met en oeuvre un fluon6phélom&tre. L e s  

r 6 s u l t ü t s  sorit; expriin6s en grrri;u:ies p3r  l i t r e  de l i p i d e s  l i é s  

' lne s ,, aux l i p o p r o t g '  l 

Un t ro i s i&me exemple d ' app l i ca t ion  des  tes.bç de 

précipi ta t ior l .  s é l c c  t i v e  dcs l i l îoprot6 ines  p a r  voie  cliimicli~e 

e s t  doril?é dans l e  second c h a p î t r e  où nous ddcrivolis une tech- 

nique simple e t  reproduct ib le  d9appréc ia t ion  semi-quarl t i ta t ive 

des l i p o p r o t 6 i n e s  de basse d e n s i t é  ( 75 ). E l l e  c s t  suscep t i -  

b l e  d f e t r e  u t i l i s é e  dans l e s  l a b o r a t o i r e s  de r o u t i n e  e t  couple 

deux t e s t s  t ~ i r b i d i m é t r i q u e s  d é c r i t s  par  BUP,STEIN e t  c o l l .  

( 3 9 , 4 2  ) .  



En prcniibre ana lyse ,  l e s  l ipopro  t6ii-rcs sd r iques  

se r E p a r t i s s e n t  en deux grandes catégories irrii:iui~ologlc~i~crncnt 

d i s t i n c t e s ,  l e s  a l l~ha- l i l>opro t&incs  d ' m e  p a r t  c t  l e s  be t a -  

l ipopro té ines  d '  a u t r e  p a r t ,  Il e x i s t e  une parent6  imr:iuno:lo- 

gique évidcnte  e n t r e  l e s  LDL e t  l e s  VLDL, c f  e s t  pourquoi l e s  

imiiuiis~rums u s u e l s  ne perniettcn-l; pas l a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  

bê ta  et; pré-bê ta- l ipoprot&incs ,  mais r6a l i scnt -  simplemerit 

l a  d i s t i n c t i o n  alplia/b&ta.  

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  iininuiiologiqiies des l i p o p r o t é i n c  s 

sont apportées  p a r  l e s  apol ipoproté ines ,  l a  copule l i p i d i q u e  

in te rvenan t  pour r en fo rce r  l a  r é a c t i v i t é  (haptbne) ,  ou au I 
1 

c o n t r a i r e ,  pour d i s s imule r  c e r t a i n s  déterminants  a l t i g é n i q u e s ,  / 
l 

De r é c e n t s  t ravaux montrent l ' importance des cipoprotéines 

dans 16 niétabolisrne des l i p o p r o t é i n c s  ( 6 6  , 114 ) e t '  c e r t a i n s  

au teurs ,  coinme ALAUPOVIC, n ' h é s i t e n t  pas à c l a s s e r  l e s  l ipo -  

p r o t é i n e s  en f a m i l l e s  (LPA, LPB, LPC, LPD) ( 2 ). Les apol i -  

poproté ines  peuvent ê t r e  dosées imnunologiquement par tous  l e s  

proédés c l a s s i q u e s  : 

- immunoprécipitation ou mesure de l a  hauteur  du p r é c i p i t é  

immun en tube c a p i l l a i r e  ( 9 6  ) , 
- immunoprécipitation en mi l ieu  g é l i f i é  (immunodiffusion 

r a d i a l e  simple (107, 116 ) ou ~ lec t ro i inn iur iod i f fus ion  

( 6 5  9 1 2 7 ) t  

- dosage r:idioirninunologique ( 10 , 16 7 ,  168)  



- iinmuilonéph6loniét;rie ( 8 5 ) . C e t t e  ri16 tliode e s t  une appl ica-  

t i o n  de l a  p r é c i p i t a t i o n  en miLic:i l i q u i d e  e t  vieil& d'$"cc 

adrlptde ?t l ' a n a l y s e  automatique. L e  t rouble  for~il& l o r s  de 

l a  r éac t ion  ant lgbne-snt icorps  e s t  apprécié  à 1 ' a i d e  d 'un 

f l u o r i m ~ t r e  1iii1ni de deux f i l t r e s  priniûirc e t  secondaire  

identiques de façon & niesurer l a  q u a n t i t é  de lu~i i iè rc  d i f -  

fusée pax l c  p r é c i p i t h .  11 devient  a i n s i  poss ib le  de 111c- 

surer  l a  concent ra t ion  des a lpha  ou c e l l e  des  beta- l ipo-  

p ro té ines  se lon  1' irr,rnuiiséruni mis en oeuvre, au cours  de 

grandes s é r i e s  de dosages. 

U n e  a u t r e  a p p l i c a t i o n  de 1 irn~minologie au domaine 

des  l i p o p r o t é i n e s  e s t  l a  détermhi~nt ion du ca rnc tb re  ~ ~ ( a )  

p o s i t i f  ou n é g a t i f  des  s u j e t s .  La mise eri évidencc de  c e t  

antighne n é c e s s i t e  un irrimunsérurn spéc i f ique  t x n t i - ~ ~ (  a) ob te-  

nu en deux temps. Nous en d é t a i l l e r o n s  l n  p répa ra t ion  ul-te- 

rieurernent. L a  ~ p ( a )  e s t  a l o r s  d é t e c t é e  par double d i f f u s i o n  

en gélose ( 1 2  ) ou mieux pa r  irnmuno-di.ffusion r a d i a l e  ( 6 ) 
ou é lec t ro imrnuno-dif fus ion ( 194) .  Ces deux d e r n i è r e s  m8t:l-iodes 

permettent  en o u t r e  l a  q u a n t i f i c a t i o n  irnrnunologique de  c e t t e  

l i p o p r o t é i n e  dont  l a  concent ra t ion  sé r ique  v a r i e  e n t r e  l e s  

ind iv idus  e t  dont  l a  s i g n i f i c a t i o n  pathologique r e s t e  

p r é c i s e r ,  

L'immunologie permet également l a  mise en 6videnee 

de  l a  l i p o p r o t é i n e  anormale, l a  Lp ( x ) ,  c a r a c t é r i s t i q u e  de 

l a  cholos tase .  C e t t e  l ipopro té ine  possède c e r t a i n e s  des  ca- 

r a c t é r i s t i q u e s  d e s  pré-bê ta- l ipoproté ines ,  mais s a  m o b i l i t é  

s u r  gé lose  e s t  d i f f é r e n t e .  L'obsePvation d 'un p r é c i p i t é  

i m m u n  daris l a  zone cathodique l o r s  de l a  r é v é l a t i o n  pa r  im 

immunsérum anti-pré-bêta-lipoprotéines (anti-apo-C) (172) e s t  

un signe éloquent en faveur  de l a  présence de l a  L ~ ( x )  dans 

l e  sérum examiné. Son dosage p r é c i s  peut  ê t r e  r é a 3 i s é  pa r  

d i v e r s  moyens, en l foccurence  p a r  des  méthodes immuiiologiques 

( 1 1 1 ) .  



I L A  C H R O N A T O G R A P I I I E  

L e  f r a c  t?ormcme?nt des  l ipoprotéirrcs  sériclues pose 

t r è s  soiivent l e  problhrrie de l e u r  i n s t a b i l i t 6 ,  La p l u p a r t  dcs  

procéd4s employés ( é l e c  t r o p l l o r ~ s e ,  u l  t r acen t r ï îuga  t i u n ,  f o r -  

mation de coiiiplexes i i ~ s o l u b l c s )  sont  généralerncnt a g r e s s t f s  

e t  d r a s t i q u e s  c t niodif i e n t  l a  s t r u c  t a r e  des  macromol8cules 

i s o l é e s  (118, 1 7 5 ) .  

Les l i p o p r o t é i n e s  p u r i f i é e s  doivent  8 t r e  i n t a c  t e s  

qua l i t a t ivement  e t  de nombreux au teurs  préconisent  dans ce 

bu t  une chroma.to~rapliie de tamisage moléciilaire. Dans un t e l  

con tex te ,  l e s  l i p o p r o t é i n e s  sont  uniquement soumises aux f o r -  

c e s  de d i f f u s i o n  e t  r e s t e n t  en s o l u t i o n  tamponnée pendant 

t o u t e  l a  durée de l ' i so lement .  

Comparée à l a  méthode de référence  q u ' e s t  l ' u l t r a -  

c e n t r i f u g a t i o n ,  c e t t e  méthode e s t  beaucoup p l u s  r ap ide .  E l l e  

o f f r e  de p lus  l ' avan tage  d tune  poss ib le  d i s t r i b u t i o n  des li- 

poproté ines  en fonc t ion  de l e u r  t a i l l e .  

La chromatographie s u r  colonne des  l i p o p r o t é i n e s  

plasmatiques e s t  u t i l i s é e  pa r  d i f f é r e n t s  au teurs  s u r  des 

suppor ts  a u s s i  v a r i é s  que l t h y d r o x y l a p a t i t e  ( 5 4 ) ,  d e s  b i l l e s  

de v e r r e  ( 4  8  , 5 1 ) , des  écl-iangeurs d r  i o ~ i s  type D E J E  c e l l u l o s e  

microgranulaire  ( 2 2  , 104  , 1 3 2  , 181 ) , des g e l s  Sephadex 

( 2 3 ,  6 7  , 6 8  , 7 0 )  e t  e n f i n  l e s  g e l s  d taga rose  q u i ,  de 

tous  l e s  supports  p résen tés ,  f o u r n i s s e n t  l e s  me i l l eu r s  

r é s u l t a t s .  I l s  ont é t é  u t i l i s é s  pa r  de nombreux a u t e u r s  



l 

( 1 0 8 , 1 3 4  , 1 5 1 ,  1 6 2 , 1 6 3 , 1 9 6 )  e t  i l  s e n i ~ ~ i e  qilc l e  ~ i o  Gel 

A - 3 m (agüroçc h 6 3; ( p / v ) )  pr6conis6 par  RUDEL e t  c o l l ,  

( 160) possàcle une porosi.té s a t i ~ f o i s ~ a n t e  pour i s o l e r  quant i -  

tat ivement l c s  l i p o p r o t é i n e s  en t r o i s  f r a c t i o n s  distinctes 

e t  parfaiterilc'lzt purcs.  

Souvent cniployée dans LUI bu t  esserlt icl leinent p r 6  

p a r a t i f ,  1.a chromatographis des  l i p o p r o t é i n e s  s u r  colonne 

de g e l  d 'agarose  peut  cepcndaizt e t r e  u t i l e  sur uiz p l a n  p lus  

thQor ique  e t  donner des  informations s u r  l a  s t r u c t u r e  de:; 

composCs i s o l é s  ( 1  0 8) ou s u r  I c u r  massc moléc i~lû i rc  ( 1341 ,  

ou mgme a i d e r  nu typage d'une hyper l ipén~ie  : c f  e s t  a i n s i  que 

l e  diagratnrne d  é l u t i o n  obte~iu  par SIIEPIIERD e t  coll.. ( 1 75) 
après  cl-iroina lo[;rapliie des l i p o p r o t é i n e s  d'lm sérum dysl ipén~iyue 

de type III e s t  t o u t  à f a i t  c a r a c t 6 r i s t i q u c .  

Des é tudes  r écen tes  d t  i n t e r a c  tioris e n t r e  l a  con- 

canavnline A e t  l e s  c l a s s e s  majeures de l i p o p r o t é i n c s  on t  

permis 1 ' a p p l i c a t i o n  du pr inc ipe  de l a  clzroma tographie  d '  af- 

f i n i t é  à l a  sépa ra t ion  des l i p o p r o t é i n e s  d 'un séruni t o t a l  

( 6 0  ) ou au sous-fractionnement des l ipopro td ines  séparées 

pa r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  (126, 176 ) .  Cet te  méthode e s t  t r k s  

spéc i f ique .  E l l e  f o u r n i t  des  l ipopro té ines  extrêmeslent pures 

e t  d o i t  ê t r e  recomniandée pour l a  p répara t ion  de s o l u t i o n s  

d l  ant i&nes,  

En conclus ion ,  l a  chromatographie s u r  colonne s 'avère 

t r è s  u t i l e  à l t i s o l e m e n t  des  l ipopro té ines .  D e  tous  l e s  pr in-  

c i p e s  p résen tés  (chromatographi.e d ' adsorp t ion ,  dtéchailges 

d g i o n s ,  de tamisage moléculaire ,  d ' a f f i n i t é ) ,  l a  ~ h r o m a t o ~ r r * -  

phie de tamisage moléculaire  s u r  g e l  d taga rose  e s t  l a  p lus  

cour2mment employée. 

Rarement appliquée seu le ,  e l l e  i n t e r v i e n t  souvent 

comme seconde é tape  d'une p u r i f i c a t i o n ,  l a  première f a i s a n t  

généralement appel  à 1 ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  



LA ~p ( a) LIPOPROTEINE 

..=-=-=ex-=- 



D' impl-ication pa thologiquc encore t r è s  i n c e r t a i n e ,  

l a  ~ ~ ( a )  l ipoprot6i.ne a  SLI s c i  t é  de nornbseus travaux. Cepen- 

d a n t ,  beaucoup de cluestions r e s t e n t  acti~ellcrneii t  posées quant 

à l ' i s o l e m e n t ,  l a  s t r u c t u r e ,  I n  coniposition exacte  e t  l e  

métabolisme de c e t t e  macromal6cule p a r t i c u l i è r e .  

Nous nous proposons de r appe le r  brièvement quel- 

ques dann8es acquises  s u r  ce s u j e t ,  avant de p r é s e n t e r  dans 

l a  secolide p a r t i e  de cc  m61noire une technique o r i g i n a l e  

d 'é lec t rophorbse  p répara t ive  des  l i p o p r o t é i n e s  q u i ,  couplée 

à 1 t u l t r a c e n t r i î u g n t i o n ,  nous permet d ' i s o l e r  la ~ ~ ( a ) .  

Son o b t e n t i o n  à 1 é k a t  p u r  e s t  l a  base d 'une p a r t i e  

de n o t r e  t r a v a i l  actuel.lenient en cours  au l a b o r a t o i r e .  Le 

d e r n i e r  c l iapî t re  en présente  l e s  premiers r é s u l t a t s .  



L A  ~ p ( a )  L I P O P R O T E I N X :  

D E F I N I T I O N  X T  C A R A C T E R I S B T I O N  

La pr6para t ion  d'un hétéro-inmiuii.s&rurn chez l e  lapin 1 
a permis en 1963 l a  découverte par  BERG d'un nouveau système 

génét ique : l e  syst&rne Lp ( 12 ),  Deus phénotypes Lp ( a  + )  e t  

~ ~ ( a  - )  sont  mis en évidence par  i m ~ ~ u n o d i f f u s i o n  r a d i a l e .  

En 1968, l e  f a c t e u r  a l t igén ique  Lp(n) ,  a s s o c i é  à. 

un variLant génét ique polyrnorplze des  LDL ( 13 ) ,  e s t  r e t rouvé  

dans une f r a c t i o n  de d e n s i t é  é ievée  (1,050 ( d  < 1 ,120)  

( 169, 198 ). GLEXOFF en 1970 l e  c a r a c t é r i s e  par  é l ec  trophorGse 

s u r  g e l  de polyacrylarnide ( 8 3  ) , 

Pour c e r t a i n s  au teurs ,  il s ' a g i t  d'une sous-frac t i o n  

de pré-bê ta- l ipoproté ines ,  appelée "sinking-prc - l i p o p r o t e i n u  P 
(155) ou encore Pré-PI- l ipopro té ine  ( 1 4  , 5  5 ) ; d ' a u t r e s  

l a  d é f i n i s s e n t  coinrne une sous- f rac t ion  des LDL ( 135, 14 7 ) .  

B/ CLFtACTERISATION DAMS LE PLASEU .............................. 

La  c a r a c t d r i s a t i o n  de l a  ~ ~ ( a )  dans l e  plasina f a i t  

appel à des méthodes électropl iorét iques e t  immunologiques. 



Sur l e s  suppor t s  c l a s s i q u e s  d f  é l c c  t rophorbsc  1 
( aga rose ,  a c é t a t e  de c e l l u l o s e ,  c e t t e  l i p o p r o  tr5ixze 

migre en p o s i t i o n  p r é - b l t a  (155)  ; son  rep6rage  e s t  d e  c e  

f a i t  qunsinient iriiposçible e t  e l l e  e s t  t r è s  souvent respsrisa-  

b l e  d f  rme ailgnieiitütion cles p r C - ~ - l i p o p r o t i : i n c s  rcn,contrde  

chez c e r t a i n s  s u j e t s  norniotr i l l ; lycéridénimiyues.  

Son i n d i v i d u a l i s a t i o n  p a r  é lee t ro l> l io r&se  n é c e s s i t e  

une séparritiori s u r  g e l  de po1yac;rylzirnicie ( 8 3  ) e t  nous  ve r sons  

que 1' erriiploi cl 'un g r a c l i   ni; cliscon t i n u  de pII e t  de concentrr3.- 

t i o n  1 ) c r i n e . t  soli i d c l i t i f i c ü t i o ~ z  ( 174) .  Sur ce  s u p p o r t ,  l a  ~ ~ ( a )  

se  s i t u e  j u s t e  au-dessus des  LDL. 

Bien qu 'une con~rriunnuté q n t i g é i ~ i ~ u e  t r è s  é t r o i t e  

e x i s t e  er i t rc  l e s  LDL e t  l a  ~ ~ ( a ) ,  20 $ de l a  copulc  p r o t 6 i q u e  

t o t a l e  d e  l a  ~ ~ ( a )  s o n t  s p é c i f i q u e s  à c e t t e  niol&cule ( 6 ) ,  
d é f i n i s s a n t  a i n s i  l t a y o - l p ( a )  q u i  développe avec un i n i n 1 i u i s 6 -  

r u m  cor respondant  uii arc de p r é c i p i t a t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e .  Sa 

rechercl ie  dans l e  plasma s e  f a i t  donc t r b s  sirnpletnent p a r  d e s  

méthodes c l a s s i q u e s  drirnmunodiffusion ou dtimmunoélcctropho- 

r è s e  ( 6 , 1 2  , 1 9 4 ) .  



: 
I S O L E X E N T ,  P R O P R I E T E S  P I I Y S I Q U E S ,  

S T R U C T U R E  E T  C O M P O S I T I O N  

C I I I M I Q U E  D E  L A  ~ p ( a )  

P l u s i e u r s  pro tocoles  d t i so lement  de l a  ~ ~ ( a )  l i po -  

p ro té ine  sont  d é c r i t s  dans l a  l i t t é r a t u r e ,  

Tro i s  r a i s o n s  majeures rendent l a  p u r i f i c a t i o n  de 1 
c e t t e  l ipopro té ine  relativeinerit d i f f i c i l e  : 

- s a  d e n s i t é  e s t  in t e rmédia i re  e n t r e  c e l l e s  des LDL e t  des 

I-IDL ( 169), 

- s a  s t r u c t u r e  e s t  i n s t a b l e  e t  l a  molécule i s o l é e  s e  polymé- 

r i s e  rapidement ( 177), 

- e n f i n ,  s a  présence dans l e  plasma e s t  quant i ta t ivement  t r è s  

v a r i a b l e ,  mais souvent f a i b l e  ( 6 

Tous l e s  schémas d ' isolement  proposCs préconisent  

1 'u l t r ace iz t r i fuga t ion  de f l o t t a t i o n  avec ajustements  internié- 

d i a i r e s  des  d e n s i t é s  ( 95 ) .  La  p u r i f i c a t i o n  e s t  e n s u i t e  com- 

p l é t é e  p a r  clirom,:tographie s u r  hydroxylapat i te  ( 186), ou p a r  

tamisage rnoléculairc s u r  sépharose ( 62 , 1 19 , 177 ) ou agarose 

( 6 ) .  Les rendements obtenus sont  t r è s  f a i b l e s  e t  l a  f r a c t i o n  

de ~ ~ ( a )  a i n s i  préparée n e e s t  généralement que p a r t i e l l e m e n t  

p u r i f i é e .  



P l u s  rQcet i~ment ,  FI'ALTON e t  c o l l .  (194)  associent 

une p r & c j - p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  de dex t rane  ( 146), l ' u l t r a -  , 
centrifugation p r 4 g a r n t i v e  ( 9 5  ) e t  une cliro!iintogri:pl~ie d' af f i -  1 
n i t é  (194) .  Ln ~ p ( a )  e s t  alors obtenue s o u s  u n e  forme parrai- 

teincn t lzorrioghne . 

t i q u e s  physiyucs  de l e  ~ ~ ( a )  l i p o p r o t é i n e .  E l l e s  o n t  été dé- 1 
f i n i e s  p a r  SIEIONS e t  c o l l ,  en 1970 ( 177). 

CARACTERISTIQUES 

EIasse mo lécu la i r e  

 ens si té ( en  g / m l )  1 ,050  - 1 ,120  

S t r u c t u r e  

P o i n t  i s o é l e c  t r i q u e  499 
* 

n d é f i n i e  par tamisage molécu la i r e  s u r  une colonne d e  

sépharose  2 B 

*ix d é f i n i e  en microscopie  é l e c t r o n i q u e  



La Lp(ü) l ipoproté i i ie  s e  d i s s o c i e  en trois eonipo- 

scmts ( 61 , 18 5 , 192 ) . Les propriGtés  iinr,iunologi.(~iles, l a  mo- 

b i l i t é  6leci;soplioré tiyiic el; l e  coniporlernei~% cn u1tracerit ;sifu- 

g a t i o n  &tant p a r t i c u l i e r s  à chacun d 'entre-eux,  il e s t  poss i -  

b l e  de l e s  i d e n t i f i e r  : 

- l ' u n  e s t  ass in i i lab le  des  IJDL P -LDI. <'), 
2 

- un a u t r e  contien.t  de 1' albumine, 

- uri. t roisibine p o r t e  l e  détel-ciinant zuitig&ni.qilc spécif iqi le  à 

l a  ~ ~ ( a )  : c ' e s t  l a  protéine ~ ~ ( a ) .  

Des é tudes  q u a n t i t a t i v e s  montrênt que l a  p a s t i c  

protéique de l a  Lp(û) l ipoprot4iné e s t  formée d e  65 ~4 d'npo-B 

(apoprot8ine des  LDL) ,  20 $ de protéine ~ ~ ( a )  e t  moins de 

15 $ dtalbuinine ( 61 , 1 9 2  ) .  

La d i s s o c i a t i o n  de l a  ~ . p ( a )  peut se  produi re  spon- 

tanément ou après  t r a i t ement  chimique p a r  l ' u r é e  ou des  doter -  

gen t s  t e l  l e  T r i t o n  X-100 ( 185). Les au teurs  ::mettent a l o r s  

1 'hypo t h &  se d'une l i a i  son hydrophobe e n t r e  l a  Itp -LL)L2tt e t  

l a  p ro té ine  spéc i f ique  Lp(a) .  

Le r81e e t  même l a  présence de l lalbuinine daris l a  

molécule de ~ ~ ( a )  r e s t e n t  encore t r è s  cont roversés  : 

- UTERrMhrN e t  c o l l ,  ( 185) c o n s t a t e n t  que l e s  p répara t ions  ob- 

tenues apr8s chromatographie s u r  hydroxylapat i te  son t  beau- 

coup p l u s  s t a b l e s  que c e l l e s  p u r i f i é e s  s u r  sépharose : des  

c a t i o n s  b i v a l e n t s  consol ideraier i t  l e  complexe ~ p ( a )  e t  se- 

r a i e n t  f i x é s  fac i lement  p a r  l a  sérumalbumine. 

- pour EHNMOLirl e t  c o l l .  ( 6 1  ) ,  l e  f a i t  que l a  Lp(a) l ipopro-  

t é i n e ,  sous sa forme homogène, r é a g i s s e  en irmnunodiffusion 

r a d i a l e ,  à l a  f o i s  avec un iiiirnunsérum anti-LDL e t  un immun- 



e n t  la preuve que lfalburnlne f a i t  p a r t i e  intdgrrtritc du com- 

plexe.  

Pour d t  a u t r e s  au tcurs ,  c c t % e  conclusioii e s t  m i s e  en 

doute ( 194) : s ' a g i  t - i l  d ' u n  ddterrtii~zant ant ig6niqus m;îsqu& 

e t  révdlé  l o r s  de l a  clégrridatioii de  l a  lipoprott5ine ou d'uiz 

Lorsyu ' e l l e  n ' e s t  p a s  d i s soc ide ,  l ; i  Lp(a) l ipopro-  

t é i n e  s e  comporte coimile une rnol4cule hatnoG&ne. E l l c  c o n t i e n t  

65  $ de l i p i d e s ,  27 5 de pro-kCines eL 8 $ de g luc ides .  

La cornposition l i p i d i q u e  e s t  t r b s  proclle de c e l l e  

des  LDL (109,119 , 177 , 1 8 6  ) .  Lfunal.yse de l a  corriposition en 

acides aniinés e t  en g luc ides  d i s t ingue  ces  deus l i p o p r o t i i n e s  

( 6 1  , 1 7 7 ) *  

Le t ab leau  ci-dessous donne l a  composition l i p i d i q u e  

de l a  ~ p ( a )  comparée à c e l l e  des LDL. 
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Nous p o u r r i o ~ r s  I c  compl&tcr par  d l a i l t r c s  ,anal.yses 

iridiqu:irzt une d i s t r i b u t i o n  sittiil.ciirc des ~ ~ h o s p l i o l i ~ ~ i d c s  11ic1- 

j c u r s  dans l e s  deux l i ~ o ~ > ~ . a t & i r z e s .  La Lp(ri) cont iei i t  essen- 

t ic l lc inent  de l a  p1iosy)liatid yl-c110liizc e t  de la sspIiiiigo1ny6 l i n c  , 
un peu de lysoLdci th lne  e t  dc c4-i-dl~rosidcs, ct; des trace:; de 

p l~ospha t idy l -6 t l i a io l :~ in ine  ( 109 ,  192 ) . 

Les l i p i d e s  izcutl-es sont  forni6s de 60  $ de c l io les-  

t é r o l  dorit 2/'j sont  es - lé r i f ' i .6~  e t  beaucoup c l 1  au teu r s  s1necor-  

dent  pour t rouver  un taux de g lycé r ides  f a i b l e  ( 6  , 1 1 9  , 177,  

186,192 ) ,  Cependaxit, VOGELECRG e t  c o l l .  ( 192) b t a t  

dc var ia t io r i s  i n d i v i d u e l l e s  cons idérables  intervcriznt  d a i s  l a  

composition de l a  ~ ~ ( : z ) ,  i s o l e n t  du pl.nsiiia d t w i  s u j e t  une 

f r a c t i o n  coi;iposEc presque exclusivetrient de g l y c é r i d e s  p a r t i e l s  

(mono e t  d i g l y c h r i d e s ) .  

La coinposition en ac ides  amines de l a  l i p o p r o t é i n e  

~ ~ ( a )  , moléculc hoinogbne, ressen~ble  égalernerlt à c e l l e  des  LDL 

( 6  1 , 177 ) .  Cependant, l'examen du t ab leau  ci-aprbs r é v è l e  

quelques d i f f e r e n c e s  e t  c ' e s t  a i n s i  que lc t aux  de c y s t é i n e  

e s t  environl 3 f o i s  p l u s  irnportzuit d,ms l a  ~ ~ ( a ) ,  



Coinposit . ion cri ac idcs  antint: s cle la L ~ ( G )  I l p o p r o  t d i n e  
--I------__I-I_-_-_-------l------------- 

et des I,DL (en  i n o l e n / 1 0 0 0  ino les )  d'après XII\:Q;;S et coll. ........................................................ 



D a a s  l a  l i t  téra.t;ure, t r b s  peu de renseignement s 

sont  d.onnés quant; I c i  p ro té ine  ~ ~ ( a ) ,  speci f ique  de l a  mol.&- 

cu lc  e t  mise en évidence a p r h s  dénatura t ion  du coniplcxo l ipo-  

pro té ique ,  Il serai-t; dès  l o r s  ii1t.éressan.t de conna î t r e  la .  co111- 

posi t ioi î  eri a c i d e s  ami11és e t  de tlcter~riiner l a  s t r u c t u r e  de 

c e t t e  pro t8 inc  p a r t i c u l i & r e .  

S i  l a  ,coinpositiori l i p i d i q u e ,  e t ,  d,ms une moindre 

mesure, c e l l e  en ac ides  amin6s de l a  ~ p ( a )  e t  -cles LDL se . r e s -  

sc~iiblerit , 1 ' , u i a l y  se  de l a  cornpositioii en g luc ides  d i s  tiiigue 

ces  deux l ipopro td ines  (177) .  

SIIIONS e t  c o l l .  (177) ont détcrrniné l e  taux d'Ire- 

xoses ,  d'hcxosnrnines et d 'ac ide  s i a l i y u e  de l a  ~ ~ ( a )  e t  des  

LDL i s o l é e s  du plasma de trois s u j e t s  d i f f é r e n t s .  Le t ab leau  

su ivant  f a i t  é t a t  de l e u r s  rés111 t a t s .  

Cornpositiorl g luc id ique  de l a  L p ( a l  l ipopro t6 ine  e t  des  LDL ................................. ........................ 
chez t r o i s  s u j e t s  d i f f o r e n t s  - d 'ap rès  SIFlOlilS c t  c o l l .  ...................................................... 



Coriiparée aux LDJ,, l a  L ~ ( E L )  l i l ~ o p r o  t6 ine  e s t  eriviron 

3 f o i s  p lus  riclle en g luc ides ,  conteirant 2 f o i s  p l u s  dthuxo- 

r o s e s ,  3 r o i s  p lus  d~lrexoçarnines e t  6 f o i s  p l u s  d ' a c i d e  s ia-  

l i q u e ,  L e s  hexoscs sont. r ep réscn tds  par  l e  m,miosc c t  l e  ga- 

l a c t o s e  : en quant-it,é &ga le  d,ulç l a  ~ ~ ( a )  e t  p lus  de marinose 

que de ga lac tose  d m s  l e s  LDL, 

Les LDL colztielirieirt urb.icluemcn.t; l a  N-acé tyl-gluco sa- 

mine, al o r s  que la. ~ ~ ( n )  poss&dc cn p l u s  I n  N-acbtyl-snlacto- 

s m i n e .  

Enf in ,  on trouve 6 f o i s  p lus  dvacide s i a l i y u e  dans 

l a  ~ ~ ( z r ) ,  C e  contenu t r h s  é l e v é  en ac ide  s i a l iq i l e  p o ~ ~ r r a i t  

expl iquer  c e r t a i n e s  c a r a c t 6 r i s t l q u e s  pllysiyucs de l a  L ~ ( - L )  : 

son p o i n t  i s o é l e c  t r i q u e  (@%i-) rclûtiverirent b a s ,  sa rnobili t é  

é l ec t rophoré t ique  en p o s i t i o n  pré-bêta  s u r  agarose, e t  e n f i n  

sa r é t e n t i o n  s u r  des  colonnes  échangeuses d 'anions ( 1  58) .  



D O S A G E  D E  L A  ~ p ( a )  

D A N S  L E  P L A S M A  

M E T A B O L I S M E  

I N C I D E N C E  P A T F X O L O G I Q U E  

La ~ ~ ( a )  l i p o p r o t é i n e  poss:!de dans  s a  molCcule 

20 $ d ' a p o p r o t é i n c  ~ ~ ( n )  spGci f ique ,  r t ag i s sLan t  avec un 

inirnuns6rum an t i - apo  ~ ~ ( a )  pour  donner un a r c  de p r e c i p i t a -  

t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e .  De c e  f a i t ,  son dosage dans l e  plasma 

s e  f a i t  par  d e s  r:iéthodes imrnunologiques c l a s s i q u e s  d r  immimo- 

d i f f u s i o n  r a d i a l e  s e l o n  l a  technique  de b f A N C I N 1  ( 6 ) , ou 

d r  irnrnunoélec tropl-ior?:se rnollodi.incnsiomclle s e l a 1  LAURELL ( 194).  

Dans l e s  deux c a s ,  il y a  p r o p o r t i o n n a l i t é  e n t r e  l e  taux 

d r a n t i g & n e  ~ ~ ( a )  et;, s o i t  l e  c a r r é  du diarnhtrc de l r a r m e a u  

de p r é c i p i t a t i o n ,  s o i t  l e  c a r r 6  de l a  hau to i i r  des  p i c s  

( " rocke  t s w  ) . 
Réceriment, l a  mise au p o i n t  d 'un  dosage radioirnmu- 

no log ique  a  permis  d e  d é t e c t e r  e t  de d o s e r  d e s  q u a i t i t é s  

extremement f a i b l e s  d t  a n t i g è n e  ( 170), C e t t e  méthode n é c e s s i t e  

l a  p r é p a r a t i o n  d 'un iinmiuzo-adsorbant coup lan t  des  a n t i c o r p s  

a n t i - l p ( a )  à du  sépharose  a c t i v é  p a r  l e  bromure de cyanogène. 

P a r  irnmunodiffysion r a d i a l e ,  ALBDtS e t  c o l l .  ( 6 ) 1 
montren t  que 92 $ d e s  s u j e t s  d 'une p o p u l a t i o n  p r i s e  a u  hasard 1 
posshdent  un t a u x  de  ~ ~ ( a )  s u p é r i e u r  à 1 ;5 mg/100 m l  de sérum, 1 
l i m i t e  i n f Q r i c u r e  d e  s e n s i b i l i t é  de  l a  méthode. I l s  t r o u v e n t  / 



une co:lcentration tlrnoyeime dcms l e  plasma de 14 mG/1 00 n i l ,  

l a  val-cur rnasiiîialc obtenue l o r s  de 3.cur &tude é t a n t  de 

7 6  mtr/lOO rii l . .  
/ 

L' expression du pliciîotypc L,p( a )  e s t  sous con t r6 le  

génét ique,  

Pour 13ZRG, en 1963, cc  coritrOlc senl->lnit  e t r e  

q i l a l i t a t i f  ( 1 2 ) d&pe:idant dtun nutosom,tl clominnnt. 

Depuis, dc nornbrcux travaux s ik~g??rcnt  un contr8f e q u a n t i  t:; t i f  

( 6 61 962 9 91 , 157 i 187)o 

La mise en oeuvre du dosage radioi~rmîlnolo,rriquo, in&- 

thode rap ide  et; p r é c i s e ,  a p e r ~ ~ i s  de f a i r e  une 6tilde stai; is-  

t i q u c  e t  d ' exp l iquer  a i n s i  une d i s t r . ibu t ion  du phenotypc 

se lon  une c  ourbc bimodale ( 170). 

Une étude g6né t iquc  f a t n i l i a l e  niénée r6cci:unerit 

senible effectivement indiquer  un mode de con t rô lc  gén6Cique 

de l ' a n t i g è n e  ~ ~ ( a )  pa r  iuz s e u l  locus auiosomal c î f c t  

majeur. Il y  a u r a i t  alil moins deizx a l l è l - c s  s u r  l e  gène,  e t  

l ' e x p r e s s i o n  de ceux-ci s e r a i t  a f f e c t é e  par d i v e r s  f a c t e u r s  

(178).  

Le rn6i;abolisme de l a  ~ p ( a )  r e s t e  actuellement sans  

schéma. Pour VALTON e t  c o l l .  ( 194), l a  voie de synthèse de 

l a  ~ p ( a )  s e r a i t  p a r a l l è l e  & c e l l e  des LDL : c e s  a u t e u r s  re-  

t rouvent  en e f f e t  une p a r t i e  de l a  r é a c t i v i t é  ~ ~ ( a )  dms l a  

f rac t ion .  VLDL. 

Beaucoup d' au teurs  s i n t e r r o g e n t  s u r  1' inc idence  

pathologique de c e t t e  l i p o p r o t é i n e  p a r t i c u l i h r e  q u ' e s t  l a  

~ ~ ( a ) .  E l l e  a é t é  trouvde avec une fréquence beaucoup p l u s  

élevée chez des s u j e t s  a t t e i n t s  d ' i n f a r c t u s  du myocarde 

( 14 , 4 9  , 5 5 , 7  3 ) , d f  a thé rosc lé rose  coronarienne 

( 149,182 , 191 ) ou d t a r t 6 r i t e  ( 102) yuc cliez des s u j e t s  s a i n s .  



Pour ce r t a i r i s  au teur s ,  I z r  c o ~ i c e n t ~ n t i o n  en ~ p ( a )  dans l e  

plasnta d 'un s u j e t  hypcrlj.p6rnicliic e s t  tou jcilrs augment d e ,  

e t  c e ,  quel  que s o i t  l e  type de l fhypcr l ipérn ie  ( 194 ) ; p o u r  

d ' a u t r e s ,  c c t t c  & l é v a t i o n  n ' e x i s t e  que dans l c  type Ilii, 

une dinr ir i~~t iol i  intervicl-rdrni t  ui8ri1e dans l e s  type 111 ( 5 ) r.3 
ou I V .  ~ r è s  re'celm~~eni;, OSE ct; c o l l .  ( 147) ont m o i i ~ ; r C  que l a  

plasincl, dont l ' u n e  a l e s  p r o p r i é t 6 s  aztie;Ci~iques de l a  L . p ( a ) ,  

cons t i t u c  uii Sac.t;eur de riscy~ie ~ u l > ~ l . 6 n c n t a i r e  du dévcloppcincnt 

d'une atliéroscléi-ose co ronar ie~u ic  s6vhre, xn6;:ie en 1 t abçcz?cc 

de t o u t e  au%re  hyperl ipopro t6inémie, 
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ETABLISSEMENT D'UN BILAN LIPIDIQUE 



La classilication des hyperlip6rnies telle quf e1l.e 

a été pr0posti.e par FREDXICKSOX a repr6sorit6 un 1-bel. progr??s, 

en perme ttalt d' adapter la thérapeutique di8tétiïlue ou rnédi- 

canien tcuse à cl-raque type d ' hypei - l ipo~>rot6 i r iCi~1ie .  

Néaninoins, les niCthodcs de typace qui sont & la 

base de cette classificat-ion sont iniparfaites et, en pcirti- 

culier , le lipoprotéinogramne sur papier en tampon. albumineus 
ne pcrlriet pas une analyse diff érenticlle parfaite des lipo- 

protéines plasmatiques. 

Coiunie il est, de plus, iritéressant de pouvoir 

estimer l'importance des lipoprotéines de basse et de très 

basse densit&s, de nonibreuses tentatives ont dté faites pour 

les apprécier quantitativement dCms le plas~ia. L'ultracentri- 

fugation reste la niéthode de référence ; nous en avons d l j à  

rapport6 la complexité. La mise au point de techniques simples 

reproductibles , f acileinent accessibles à tout laboratoire de 

biochimie clinique était donc souhaitable. 

Deux nouvelles méthodes dfcanalyse des lipoprotéines 

sont présentées dans ce travail : 

- la première est une adaptation de techniques antérieurement 
proposées par dtautres auteurs (74, 90 ) ; elle fait appel 

à llélectrophor&se sur gel de polyacry1ami.de en gradient 

discontinu de pI3 et de concentration et permet une sépara- 

tion fine des différentes classes de lipoprot6ines ( 174), 



- l a  seconde,  t r è s  si inple,  u t i l i s e  13 p r é c i p i t a t i o n  s é l e c t i ~  

p a r  l e s  po lyan ions  e t  l e s  d6.l;crgcri t s ,  cleux t e s t s  d é c r i t s  

pa r  UURSTXIN ( 39 , 4 2  ) , pour  apprCcie r  y u a n t i t a t i ~ r e m e n t  

l e s  LDL e t  VLDL. E l l e  perinet l e  dépis t ;age ,  l e  typage s i m -  

p l i f i é  e t  l a  s u r v e i l l  ance des Iiypcrlipdiliics.  



E L E C T R O P H O R E S E  E N  G E L  

D E  P O L Y A C R Y L A N I D E  
, 

L'analyse q u a l i t a t i v e  p r6c i sc  des  d i f f é r e n t e s  

c l a s s c s  de l ipopro t4 ines  plasmatiques f a i t  appel  s o i t  à 

l l u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  s o i t  beaucoup p l u s  couramment à 

1 '6 lec t rophorbse  de zone. 

Dans l a  revue généra le ,  l a  va leur  de chacun des 

suppor ts  classiquement u t i l i s é s  pour l a  sCparatioii é l e c t r o -  

phorét ique des  l i p o p r o t é i n e s  n é t 6  rnise en cause.  E l l e  e s t  

t r 5 s  inégale  e t  aucun d ' e n t r e  eus  n ' e s t  reconunandable sans 

r e s t r i c t i o n  pour a i d e r  au typagc d'une hyperlipémie ( 81 ) ; 

par  con t re ,  l ' a p p o r t  de l 1 é l e c t r o p h o r è s c  s u r  ge l  de polyacry- 

lcmide  e s t  i r idiscutable .  En e f f e t ,  méthode siinplc e t  r ap ide ,  

e l l e  permet une p a r f a i t e  sépa ra t ion  des l i p o p r o t é i n e s  e t  

f o u r n i t  des  informations comparables à c e l l e s  obtenues par  

l * u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( 80 , 103 ). 

Le gel  de polyacrylamide e s t  l e  support  i d é a l  

pour l e  typage des hyperlipémies.  

Polymère synthé t ique ,  il e s t  mieux d é f i n i  e t  s a  

concen t ra t ion  peut ê t r e  parfai tement  çtandard'isée. En f a i s a n t  

v a r i e r  l a  q u a n t i t é  des  c o n s t i t u a n t s  de base dans l e  mélange, 

on peut  jouer  s u r  l a  t a i l l e  des  pores  du g e l  e t  e f f e c t u e r  

a i n s i  un tamisage moléculaire  des  macromol6cules à f r a c t i ~ ~ n n e r .  

D e  p l u s ,  l ' e f f e t  dqélec%ro-endosmose généralement 

observé avec l e s  a u t r e s  suppor ts  e s t  pratiquement i n e x i s t a n t .  



l 

La teclmique d'é1ectroplior;ise que nous présentons 1 

i 
u t i l i s e  un g e l  de polyacrylat~iide en g rad ien t  di.scoiltinil de pl1 

e t  de concent ra t ion  ( j 2 9 ,  5 7  , 174 ). E l l e  e s t  basee s u r  l n  

précolora t ion  des lipoprotéines p a r  l e  nitroblc11 c!e t6tr; izol i.ut:~ 

se lon  SPGAL e t  c o l l .  ( 171 ) r t  siir l e u r  s 6 p i ~ r a t i o n  dans un tube 1 
contenant t r o i s  g e l s  superpos8s : gel. i n t e r m a d i i ~ i r e  ( A ) ,  ?;cl 

de concentr:tl;ion ( R )  e t  g c l  de sépara t ion  ( c ) .  

Noirs avons u t i l i s b  des  s6runzs norrno e t  hyperLipA- 1 

miques provenant de l n  Consul ta t ion  des  Naladies ~ 6 t a b o l i q u e s  

( ~ r o f e s s e u r  JIIILLARD) de l a  Cllniclue 3IGdicale généra le  A 

( c i t é  H o s p i t a l i & r e  -   il le ) . 

Les é c h a n t i l l o n s  de sang sont  prélev6s a p r è s  1 2  

heures  de jeûne e t  r e c u e i l - l i s  siIr EDTA. ~ p r ; s  c e n t r i f u g a t i o n ,  

l e s  sérums sont  ana lysés  l e  j o u r  m ê m e  ou l e  lelideiriain. 

b )  - Colora t ion  des l ipopro té ines  ..............**.....* O * * * * .  

Les l i p o p r o t 6 i n e s  son t  précolorées  par  l e  n i t r o b l e u  

de t é t r azo l ium (NBT) (s igma).  

A l O O p l  de sôrurn on a jou te  successivement : 

- 5 0 ~ 1  d'une s o l u t i o n  aqueuse de NBT à 3 rng/nil, 

- e t  50/*1 d'une s o l u t i o n  aqueuse de nicotinamide-adénine- 

d i n u c l é o t i d e  sous forme r é d u i t e  (NADI-I) ( ~ o e h r i n ~ e r )  à 

10 rng/ml. 



l 
 près mélange, lai r6duction du NBT (col-orntion bleue 1 

violacée) s obtient en ajoutan t approximntivement 1 Op[: de l 

méthosulfate de phénnzine (sigma). 

Le sérum aiilsi précolor6 peut Qtre conserv6 pendzmt 

24 heures. : 
c) - Appareillage 

. C O * O . . O . . . .  

Nous utilisons ltappzreillagc Caiialco nQuiclc d i s c v  

rnodble 1200. L3 séparatiori des lipoprot6inés s'effectue le 

long dtmzc petite colomle de gel supportée par des tubes de 

verre de 75 mm de long, 7 mm de diamètrc ext6ricur et 5 inm 

de diarnè tre intérieur, 

d) - Réactifs 
0 . . . 0 0 . .  

Différentes solutions tamponnées ( tableau 4 
page 106 ) sont prépar&es à partir de Tris 2 $1 (242 g/l), 
dtJ-ICI 1 N, de glycocolle 0,5 PI (37,5 g/1) et de TEPIED 

( K ,  N, N t ,  N t ,  tétraéthyléthyltne-diamine) ; elles se con- 

servent 3 mois à + k 0  C. 

La solution (a) est utilisée pour prépargr, par 

dilution au 1/5 avec de l'eau distil-lhe, le tampon dqélec- 

trophorèse. Conservé à 40 C, ce tampon peut &tre utilisé 
pendant une semaine à raison de 2 migrations par jour. 

La cornposition d'autres solutions est donnée dans 

le tableau 5 page 107 . Elles sont conservées + 40 C et 
ramenées à température smbiante avant d'être mélangées en pro- 

portions déterminées pour obtenir les solutions de gels. 
I 

Les solutions de gels A, B et C sont préparées juste 

avant l'emploi. Le tableau 6 page 108 en donne les composi- 

tions. 



S O I X T I O K S  TA?!POKi\TXES UTILISEES POUR L,t  ELi=CTIZOPRORESL' ( a )  
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ET POUR LAI P R E P ~ L R A T I O N  1 DES GELS (b) ( c )  (d) 

(conservation 3 niois  à + 40 C )  ............................ 



(conservation à + 40 C) 
-----------1-------1_ 
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e )  - Pr6parcition du support  d l  é l e c t r o l ~ h o r è s c  ....................................... 
Les g e l s  sont succcssivelricr-it coulds e t  polylrihrisds 

à r a i s o n  de : 
1 

. O , ?  n i 1  de s o l ~ i t i o i i  C pH 8 , 9  e t  3 (p/v)  

d '  acrylttinide . 
L a  pol.yrn6risation e s t  obtenue en 30 m i n u t e s  sous 

1 ' e f f e t  cata1yt;icyi:e du p e r s u l f a  tc  d l  anifiiorriurn, 

. 0 , f  m l  de s o l u t i o n  E pl1 6 , 7  c t  3 , 2 5  5 (p/v) 

dt acrylamide. 

La po1yrriérisatio.n s ' opère en 30 miniitcs sous 

é c l a i r a g e  a r t i f i c i e l  i n t e n s e ,  l e  c a t a l y s e u r  ciri- 

ployé é t a n t  dans ce  c a s  lule solut ior i  de r ibof lavinr  

. 0,1 1111- de s o l u t i o n  .A pl1 6 , 7  e t  2 72 (J?/v) 

d l  acrylarnide. 

La polyrnCrisation e s t  obtenue cornrrie pour c e l l e  de 

l a  s o l u t i o n  C. 

Dans l e s  t r o i s  c a s ,  wlc gou t t e  d 'eau e s t  déposée 

avec p r 8 c a ~ t i o n ,  en é v i t a n t  t o u t  i~iélange, au-dessus de  l a  solii- 

t ioi i  pour é v i t e r  l a  formaLion d'un ni8nisque l o r s  de l a  polyiné- 

r i s a t i o r i  ; c e t t e  gou t t e  d 'eau  d o i t  ê t r e  éliininée p a r  absorptior 

s u r  p a p i e r  f i l t r e  avant l t i n t r o d u c t i o n  de l a  s o l u t i o n  su ivante  

f )  - ~ l e c  trophorè se  proprerrient d i  t e  .............................. 
 près a v o i r  déposé 2 O P l  de séruin p réco lo ré  l a  

su r face  du g e l  A ,  l e s  tubes sont  d isposés  ver t icalelnent  dans 

l a  c e l l u l e  d lé l ec t rophorèse  ; du tampon e s t  a j o u t é  lentement 

au-dessus du dépat  précoloré  puis  jusqulau sommet du tube.  

Environ 200 e t  800 m l  de tampon f r o i d  (140 C )  sont  

v e r s é s  dans l e s  p a r t i e s  haute  e t  basse respcct ivei~icnt  de l a  

cuve.  électrophorèse s e  poursu i t  en moyenne pendant 40 minut1 



à r a i son  de 5 rml. p a r  tube de g e l  ( i n t e n s i t é  c o n s t a n t e ) .  Ln 

migrat ion e s t  a r r ê t é e  lorsyiie l a  bande correspondant aux 

a lphal ipoprot6 ines  (IIDL) se  s i t u e  à quelques fi i i l l im&tres 

de l ' e x t r ê m i t 6  du tu,be. 

Sur ce suppor t ,  l e s  f ract ionnements  sc f o n t  en fonc- 

t i o n  de l a  charge électrique c t  de l a  t a i l l e  11iol6culaire. De 

c e  f a i t  l e s  chyloniicrons s  ' individurxlisent pa r fa i t ene r i t  e t  

l e s  bêta-Lipoprotdines migrent p l u s  l o i n  que l c s  pré-bêta, 

comme l ' i n d i q u e  l c  schéina de l a  f i g u r e  15 page 111 . 
La f igure  15 page 111 ob jec t ive  l a  migrat ion des 

d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  de l ipopro t4 ines  : 

- l e  g e l  A e s t  impernieable aux chyloiiiicrons, 

- l e  g e l  B bloque l a  migrat ion des  VLDL q u i ,  après  a v o i r  

t r a v e r s é  l e  g e l  A ,  s e  l o c a l i s e n t  à l a  l i m i t e  supCrieure 

du g e l  B en une bande p l u s  ou moins é t a l é e  mais net tement  

d é f i n i e ,  

- l e  g e l  C f r a c t i o n n e  l e s  a u t r e s  l i p o p r o t é i n e s  : l e s  LDL f o r -  

ment une b'ande p r i n c i p a l e  parfaitcirient séparée des  VLDL e t  

l a  bande d i f f u s e  s i t u e e  au vois inage de l 'anode corresporid 

aux HDL. 

L a  puissance du pouvoir sépa ra teur  de c e t t e  méthode 

d f  élec t rophorèse  e s t  démontrée p a r  l a  niise en évidence de 

bandes in te rmédia i res  : 

- Dans c e r t a i n s  sérums r i c h e s  en VLDL, on n o t e  en e f f e t  une 

bande supplémentaire s i è g e m t  j u s t e  au-dessous d e s  VLDL e t  

correspondant sans  doute l a  f r a c t i o n  "U" d é c r i t e  pa r  MEAD 

e t  c o l l .  ( 1 3 5 ) .  Il s ' a g i r a i t  de VLDL de t a i l l e  molécula i re  

p l u s  p e t i t e ,  e t  donc des l i p o p r o t é i n e s  in te rmédia i res  s e  

forniant l o r s  du catabolisme des  VLDL en LDL (IDL).  



a: CHYLOMICRONS 

b: VLDL 

C :  LDL 

d: HDL 

e :  IDL 



- Une a u t r e  bande a d d i t i o n n e l l e ,  t r h s  co lorée ,  s i t u é e  j u s t e  

au-dessus des LDL e s t  observée dans de nombreux sérums. 

I s o l é e  pa r  él.ectrophorèçe p répara t ive  su r  g e l  de polyacry- 

larnidc se lon  un procCdé o r i g i n a l  d é c r i t  u l t8 r i eu rement ,  

c e t t e  l ipopro tCi~ ic  pa r t i cu l - ib re  e s t  carac t b r i s é e  p a r  des 

méthodes ii~iiiiunologiques e t  i d e n t i f i é e  à l a  Lp(a) ou 

"s inking  pre-beta- l ipoprotein" d é c r i t e  pa r  BERG en  1963 

( 1 2  1 0  

L'usage d u  g e l  de po lyncry lmide  permet en outre  

1 ' icleni;ific:iiion du type III de FREDIIICKSOR ( f i g u r e  16 

page113 ) s m s  q u ' i l  s o i t  nécessai.re de compléter l e  d iagnos t ic  

par  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  O n  n o t e ,  en e f f e t ,  dans c e  cas ,  

l e  c o n t r a s t e  e n t r c  l e  taux de c> io lcs t é ro l  supor ieur  à le nor- 1 
i 

male e t  l a  quas i  d i s p a r i t i o n  de l a  bcmde des  LDL, a l o r s  que 1 
c e l l e s  des VLDL e t  s u r t o u t  des IDL sont  anormalement marquées. 

Ceci e s t  dQ nu f a i t  que l e  type III çe c a r a c t é r i s e  p a r  l a  pré- 

sence dans l e  sérum d'une l ipopro t4 ine  anorniale s '  appareiltailt , 
du po in t  de vue d e  l a  t a i l l e  mol-éculaire, aux VLDL mais ayant 

s u r  papier  ou agarose,  une migration é lec t rophoré t ique  de 

type bê ta .  

D/ CONCLUSION ---------- 

- L'emploi du g e l  de polyacryla~ilide à g r a d i e n t  de 

concent ra t ion  comme support  d '  é lec t rophorèse  rend 1' i n t e r p r é  

t a t i o n  du lipidograirme beaucoup p lus  spéc i f ique .  

- L'exce l l en te  sépa ra t ion  des chylomicrons exogènes 

e t  des  l i p o p r o t e i n e s  endogènes (ou VLDL) p révient  t o u t e  con- 

fus ion  e n t r e  l e s  types I V  e t  V e t  rend l a  méthode nettement 

supér ieure  à c e l l e  q u i  u t i l i s e  l ' a c é t a t e  de c e l l u l o s e .  Le gel  

de polyacrylamide s e  révèle  ê t r e  un support  dc choix  pour l a  

r é s o l u t i o n  des sérums l a c t e s c e n t s .  
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- La qualité de ltindividu~~lisatiolr des LDL et des 

VLDL prdsente un énorme avantage, pcrme ttalt de diagnostiquer 

sans anibiguïté un type III. 
1 

- D'autre part, ce support permet la mise en évidence 
de lipoprotdines particulières telle la ~ ~ ( a ) .  

1 
Migrant eri position prd-bêta sur les supports 

classiques ( 1 5 5 ) ,  e1.l.c est ici parfaitcltrien-t; séparée et cette 

constation &claire dqml jour nouveau les observations dc sérums 

normot r ig lycér idér~ i iques  avec pré-beta augmentées siir les sup- 

ports classiclues ( 8 0 ) . 

- L'excellente résolution des principales classes 
de lipoprotdincs c t 1 ' individualisation de la ~ ~ ( a )  obtenues 

par ltélectrophorèse analytique en gel de polyacrylaniide 

selon le protocole que nous venons de décrire nous a suggéré 

la mise au point d'un appareil préparatif utilisant le m2rtie 

support et dont la description et la techuologic seront 

rapportées ultérieurement. 



E S T I M A T I O N  S E l f I - Q U A N T I T A I T I V E  

D E S  , L I P O P R O T E I N E S  

D E N S I T E  

De noinbreuses t e n t a t i v e s  ont  é t 6  f a i t e s  pour doser 

l e s  l ipopro t6 ines .  

L 'u1t : racentr i îugat ion de f l o t t a t i o n  e s t  nouveau 

c i t é e  cornme méthode de r é f é r e l ~ c e .  

La d6tei-mination dens i toné t r ique  à p a r t i r  du l i p i -  

dogrrimnie e s t  largeiiient u t i l i s 6 e .  D e  r é a l i s a t i o n  s imple,  e l l e  

n ' e s t  cependcuit pas exacte  e t  deux ob jec t ions  majeures peuvent 

e t r e  f a i t e s  : 

- l a  premihre a d8jà  étC mentionnée : il s ' a g i t  de l a  "valeur  

q u a l i t a t i ~ e ' ~  du lipidograrnme s u r  agarose ou a c é t a t e  de 

c e l l u l o s e ,  c e s  deux suppor ts  se p r ê t a n t  l e  p l u s  v o l o n t i e r s  

à l ' i n t é g r a t i o n  ; 

- l a  deuxième pose l e  problbme de l a  q u a n t i t é  v a r i a b l e  de 

aolorcant f i x é e  p a r  chaque c l a s s e  de l ipopro té ines .  

Arguant du f a i t  que l a  ric2iesse en c h o l e s t é r o l  dtun 

type donné de l i p o p r o t é i n e s  e s t  re lat ivement  c o n s t a n t e ,  son 

dosage dans l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  séparées  se lon  d i v e r s  

moyens ( u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  p r é c i p i t a t i o n  chimique ....) per- 

met une q u a n t i f i c a t i o n  i n d i r e c t e .  Cependant une e x c e l l e n t e  

teclmique de dosage du c h o l e s t h r o l  s'impose. 



Les m4tliodes bas6cs s u r  l e s  p r inc ipes  (pic nous 

venons de c i t e r  son t ,  pour l a  p l u p a r t ,  longues c t  d i f f i c i l e -  

ment appl . icables ,  , 

Depuis l e s  travaux de B ~ S T ~ I X  e t  SCIIOLSICIC ( 4 1  ) ,  
l a  v a l i d i t é  des  uic<tllodcs de p r b c i p i t n t i o n  s é l e c t i v e  des  l ipo-  

p ro t  Ciiies e s t  ui~~ani~tienient recolmirc. 

Nous d6crivons dans ce t r a v a i l  ( 78 ) m e  technique 

siniplc e t  reproductible ci' appr6ci.nt;ion qu;ult;i.tative des  l ipo -  

p r o t é i x ~ c s  de ~ ( ? L S S C  dens i t é .  Zl1.c coiilporte deus t e s t s  t u r b i -  

diiii6triques d 6 c r i t s  p a r  BUIISTEIN ct; c o l l ,  : l c  t e s t  1'116- 

parine-calcium q u i  apprécie  lteilsenlble LDL - VLDL - cliyloini- 

crons ( 3 9 ) ,  e t  l e  t e s t  au dodécyl-sulfate  de  sodium (SDS) 

qu i  appréc ie  1 ensemble VLDL - chy~olnicrons ( 4 2  ) . 

B/ PLITERIEL ET METZIODES ------------------...- 

a )  - Sérunis 
O . . . .  O 

Nous avons u t i l i s é  des  sérums de s u j e t s  norinaux 

provenant du Centre  de Transfusion Sanguine de LILLE, du 

Service  de P é d i a t r i e  Néonatale,  du Servicc de  G é r i a t r i e  

e t  de l a  Consul tat ion des Maladies l4étaboliyues de l a  

Cl in ique  blédicale généra le  A ( c i t é  H o s p i t a l i è r e  - ~ ï l l e ) .  

Les é c h a n t i l l o n s  de sang son t  pré levds  a p r è s  12 

heures  de jeûne, e t  l e s  sérums sont  t r a i t é s  l e  jour  même 

ou l e  lendefiiain. 

b )  - R é a c t i f s  
0 . 0  0 0 . . 0  

Qua t re  r é a c t i f s  sont  u t i l i s é s  en s o l u t i o n  aqueuse : 
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I16p:iri.ne-~ri : LDL - VL,L)L - cliyl_oiiiicrons 

b 

SDS 

c o n s i d é r a t i o n  en c a s  de s6rùm l i p é ~ n i q u e .  
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rniques, c n s u l t e  parce que 3.es r 6 s u l t a t s  sorit d f  aiitan t pl.11~ 

concordants que l n  t u r b i d i t é  c s t  p l u s  irnportan-Le, comme 

on peut  l e  conskater  s u r  l e  tablcrm s u i v r i t .  

( 6  a p p a r e i l s  tes - t4s  siinultanénient dans d i î f4 re r i t c s  zones de 

$urI~Z.di ) 

coiiipar.uison dcs  6 noyenncs pa r  l l a i a l . y s e  de l a  var iance  ( t e s t  f 

%n : d i f f 6 r e n c e s  non s i - i f i c a t i v e s  c n t r e  l e s  6 a p p a r e i l s  

b )  - Etude de l a  r é p é t a b i l i t é  des méthodes 
0 0 . . . * . O . . . . 0 . 0 . 0 . . * * , e . . * . o . . * * * O * * ~  

En e f f e c t u a n t  30 déterminat ions  s u r  des sérums 

normaux ou patl.iologiques ( 2 9  , 78 ) ,  nous avons pu c o n s t a t e r  

que l a  r é p é t a b i l i t é  des  méthodes proposées é t a i t  bonne, 

Dans l e  cas  du t e s t  à 1'hCparine - calcium, l e  

c o e f f i c i e n t  de v a r i a t i o n  ( C V )  e s t  de l ' o r d r e  de 0 , 3  $ en zone 

normale (17  U S ~ I )  ; pour l e  t e s t  au SDS il e s t  de 2 , b  /, en 

zone normale ( 1 1 USII) e t  de 1  :: en .zone pathologique (30 USII) . 



Etudc de 13 r d p 8 t a b i l i t C  dcs t c s t s  .................................. 
( ~ n o ~ c n n e  des 30 mcsurcs cffeetuCeç cn zones normale c t  

pa1;2iolo~;ïque ) 

Tes t  à l t l i&pa i - i i~e  

T e s t  au SDS 

c )  - Correspondance e n t r e  l e s  t u r b i d i t é s  mesilrées ..... . b . . . O * . . . . . . . O . . . b O  D 0 0 . . 0 0 . . 0  

e t  l e s  q u a n t i t é s  co r respondmtcs  de l i p o p r o t é i n <  
O . . . . . . . . . .  aO.0.0*.*O.~oOo*...,.......l 

( 5 7  t 76 , 7 9  ) 

Une premibre &tirde e f f e c t u é e  s u r  143 s6 rums  normo 

e t  hypertrig1ycéridéi: i iques ( 0 , 5  à 9 g / l )  e s t  menée dans l e  

bu t  d t 6 t a b l i r  l a  c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e s  va leur s  SDS mesurdes 

dans l a  zone l i n d a i r e  de réponse de l ' a p p a r e i l  (sérurn éven- 

tuellement d i l u é )  e t  l e s  taux de t r i g l y c ;  . r ides  to taux  dont 

on s a i t  q u ' i l s  sont  essent iel lerncnt  détermillés pa r  la con- 

c e n t r a t i o n  el1 VLDL e t  en chyloniicrons. Le tablcrtu 8  c t  l a  

f i g u r e  18 montrent que l a  l i a i s o n  e s t  é t r o i t e  e t  que l e s  

v a l e u r s  SDS peuvent ê t r e ' c o n s i d é r 6 e s  comme des i n d i c e s  VLDL. 

Pour d é f i n i r  un i n d i c e  r e p r é s e n t a t i f  de l a  t eneur  

sé r ique  en LDL, nous r é a l i s o n s ,  s u r  5 sérums d i f f é r e n t s ,  

l ' é t u d e  dont l e  pro tocole  e s t  scliéiriatisé dails l e  t a b l e a u  9 

page 125 Les r é s u l t a t s  obtenus f i g u r e n t  s u r  l e  t a b l e a u 1 0  

page 126 ; i l s  permettent  de conclure que l a  d i f f é r e n c e  (hé- 

parine-calciun-SDS) e s t  ass i in i lab le  à un i n d i c e  r e p r e s e n t a t i f  

des  concen t ra t ions  sé r iques  en LDLo 



ET I,l:S TAUX D.Z LSPIDCS DZS X,TPOPTIOT2Ii<~3 
----__-------------------.~-------------- 



(en USH ) 



TABLEAU 9 
. * 0 * 0 . * . . * .  

PKOTOC 0T.E D ' ETLIDE D D' ITN I l i D I  CE 1,UL ................................. 

S6rurn ~ ~ o n  d i l u 6  bIQme s 4 n l n i  d i l u é  nu 1 / 2  avec,  dix 

I ~ 6 s u l t a t  x 2 = 
i n d i c e  LDL mesuré I 

Lc- SUS sur O ,  5 m i  

4 

R&su17t;at 

SDS (1) 

( VLDL) 
3 

II6p.-Ca s u r  0,2 ln1 

El iminat  ion  

R é s u l t a t  x 2 = 

II&p,-Ca (1) 

(VLDL + LDL) 

- U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  
18 h  à 100.000 g 

- Sec t ion  du tube au- 
dessous de 13 l i g n e  
de s é p a r a t i o n  opaque 
(VLDL) . 

i nd ice  LDL ca lcu l6  - A j u s t e r  au volixrne 
i n i t i a l  par a d d i t i o n  
de sérum physiologi-  
que. 



TABLEAU 10 . . . . 4 4 . . . . * 
ETUDE COPIPAREE D E S  DETEmfINATIONS DIR3CT.E (II) ET I N D I R E C T E  (1) DE L ' I K D I C C :  L S L  ............................................................................... 

S U J E T S  

(1) S é r u m  non t r a i t é  ---------------- 

. H é p a r i n e  - C a  19 21 22 22 19 

--  - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - -  

. SDS 10 1 1  9 1 1  7 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - . - - - - - - -  

. Indice L D L  \ 

( 1 1 6 p a r . - ~ a  - SDS) 9 10 13 1 1  12 1 1  - + 1,6 

(II)  S é r u m  sans VLDL ( O 0 )  --------------- 

. Indice  L D L  

(116parine-~a) 1 1  -1 1 14 12 1 1  1 1 , 6  + - 1,5 Y 
i 

( O )  : test t de S T U D E S T - F I S I i E R  pour séries a p p a r i d e s .  

(09 . : VLDL é l i r n i r i 6 e s  p a r  u l t r acen t r i f uga t i on .  

S D S  (1) : m e s u r e s  s u r  0 ,5  m l  de s é r u m  

1 1 é p . C a  (1) : m e s u r e s  sur 0 , 2  ml. de sb ru rn  

I I é p . C a  ( I I )  : m e s u r e s  s u r  0 , 2  m l  de sérum recons t i tué  

en v o l u m e  a p r h s  6 1 - i m i n a t i o n  de k a  f r a c t i o n  contenant l e s  VLDL. 



Pour confi  rincr c e s  r6çul t r*ts ,  rioirs niontrons, ?i 

p u r t i r  de 147 séruniç noslno e t  h y p e r c h o l c s t é r o l & ~ n i y ~ ~ e s  d e  tous 

types ( tableai l  8  prise123 e t  fig,.iire19 p a g e 1 2 8 )  cple ces  

t u r b i d i  t é s  d i î f  6 ~ - c ? n t i e l l e s  ( ~ i 6 ~ a r 5 . r ~ c - c n l - c i u r n - ~ ~ ~ )  son t Ctroi-  

teilient l i 6 c s  a11 t a u s  de  c l io lcs t6ro l  ( 0 , 7  4 U/l) d e s  LDI 

dd teri~iind après  f r a c  tioni~crilcnt des l ipopro t é ines  se lon  1 a  

méthode de Tl ILSON ( 204), e t  d o s : i ~ ~  du ctioleslc 'rol  (28  , 77 ) 

(ayperidicc tcclrikiquc , prigcls 19 3 et 201 ) . 
O n  l'eut donc c 0 n s i d 6 ~ t . r  que I c  t e s t  au SDS foui-nit 

dans l e s  coiiditiuîis exp6rinlcntalcs u t i l - i s é e s  ilil i n d i c e  de 

t u r b i d i t 6  r e p r & s e n t a t i f  de l a  teneur  di1 s6rurn en VT,DL, ou 

VLDI, + cliyloinicroils a l o r s  que l a  d i f f é r e n c e  ( t e s t  I.i&parine - 
t e s t  SDS) d é f i n i t  un inclicc r ep rCsen ta t i f  des concentrnt.ioiîs 

en LDL. 

d )  - Valeurs norniales ................ 
A p a r t i r  de 500 sérums norinolipéiniques provellant 

de s u j e t s  jeun apparemment normaux, nous d é f i n i s s o n s  l e s  

v a l e u r s  nioyennes de référence  de deux ind ices  en f o n c t i o n  de 

l 'fige e t  du sexe ( f i g u r e s  20 e t 2 1  pages129 e t  1 3 0 ) .  

On c o n s t a t e  que l a  keneur en LDL e t  en VLDL, t r è s  

f a i b l e  chez l e  nouveau-né, augmente avec l t 5 g e  dans l e s  deux 

sexes ,  mais de façon p l u s  accusée chez l a  femme après  l a  

ménopause. 

e )  - Appl ica t ions  c l i n i q u e s  
0 . . . . . . 0 0 . . .  .......... 

- Appl ica t ion  au dépis tage  des hyperl ipoprotéinémies .................................................. 
Une méthode de dép i s t age  d o i t  répondre à t r o i s  c r i -  

t è r e s  : e l l e  d o i t  ê t r e  d 'exécut ion rap ide ,  f o u r n i r  un maximum 

de renseignements e t  ê t r e  peu coûteuse.  

Le dosage des  l i p i d e s  to taux  généralement u t i l i s é  

pour d 6 p i s t e r  l e s  liyperlipémies répond aux deux d e r n i e r s  

c r i t b r e s  mais n ' o f f r e  qu'un i n t é r ê t  l i m i t é .  En e f f e t  l e s  métho 

dologies  sont  encore en ques t ion  e t  l e s  va leur s  de r é f é r e n c e  

généraleinent mal d é f i n i e s .  



F I G U R E  19 ..*,*..... 

VALEURS IIJTP. CG-EDS C:'LZ,CULUZS ............................ 



ViiLELJ!ZS ;.!OY2?CI:L:S Il2 IZ2FIJRi2SCE 3Dli L'INDICE VLDI, ................................................. 

- Femmes 
Hommes 

1 Ecart-Type de la moyenne 



VJZLEURÇ IIOYEShZS Dl2 REFERENCZ Dii 12 ' INDICE LDIJ 
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ l ~ _ _ ~ ~ ~ ~ l ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  

SELON L'  LIGE ET LE SESE 
m - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

- Femmes 

w-.iw Hommes 

1. E c a r t  -Type de la moyenne 
+INDICE LDL 



Lc dosage couplé du cholestérol c t  des t r i g l y c 4 r i d e s  

e s t  indispertçûble pour typer  uric hypcrl.il,éti~ic, inais son i ~ t i l i -  

s a t i o n  cn t a n t  quc méthode de dep i s  tace s ' avbre  ondreusc. Dz 

p l u s ,  l e s  taux vari-erlt cn fonc t ion  de l a  m6thode u t i l i s & e ,  

cle l%gc> e t  du scxc. Il iinportc doiiz que cliaqile lnbornto.i.rc 

p r é c i s e  scç v a l e u r s  de réfél-eilce cn tenaiit corripte de ccs  para- 

mbtrcs,  ce qu i  e s t  rarement f a i t  en p ra t ique  biologique 

courante.  

Ln  in6thodc que nous proposons perr:ie t de f a i r e  t r è s  

rnpidaiticiit c t  t r b s  sin~slemeiit 1 'r:ppr6ciation qirnntita t i v e  des  

1ipoprotCincs dc basse e t  t r è s  basse dens i tEs .  Z l l c  p résen te  

l ' avan tage  dc q u a n t i f i e r  non p l x s  l e s  l i .pidés  qui s o n t  r6par-  

t i s  dan.; t o u t c s  1-es c l a s s e s  de l ipopro t8 ines  iriais l e s  l ipopro-  

t é i n e s  elles-inênies, En ou t rc ,  13 mise au po in t  d t m  a l ~ p a r e i l  

a s su ran t  l a  s t ;uzdardisat ion des  r d s u l t a t s  nous permet de 

d & f i n i r ,  une f o i s  pour t o u t e s ,  l e s  va leur s  de r é fé rence  pour 

chacun des t e s t s  proposés en fonc t ion  de l ' â g e  e t  du sexe. 

- Appl ica t ion  au typage s i m p l i f i é  des hyperl ipopro-  ................................................ 
té inémies ----...---- 

Lorsque l thyper l ip&mic  e s t  d é p i s t é e  l e  t l l i p i d o t e s t w  

A l ' a i d e  de méthodes de référence  concernant l e  

dosage des t r i g l y c é r i d e s  (110) ,  l e  dosage enzymatique du cho- 

l e s t é r o l  ( 2 8  , 7 7 )  e t  l e  lipidogremine s u r  g e l  de polyacryla-  

inide ( 174) e t  en analysant  500 sérutns normo e t  hyperlipémiqiies 

typés se lon  l e s  c r i t è r e s  de l a  c l a s s i f i c a t i o n  i n t e r n a t i o n a l e ,  

nous é t a b l i s s o n s  uii nomogra~nme r e l i a n t  l e s  deux i n d i c e s  t u r -  

b id imétr iques  au type d thyper l ipoproté inémie  ( f i g u r e  2 2 

page 132 ) .  

Le chevclucheinent (zones d ' i n c e r t i t u d e )  e n t r e  l e s  

p lages  a i n s i  d6 l imi tées  e s t  minime e t  l e  pourcentage d ' e r r e u r  

n ' e s t  en moyenne que de 5 $. 

en f o u r n i t  un typage s i m p l i f i é .  



I 

LEDICES T U I ~ ~ I D I ~ ~ I S T R I Q U E S  ET TYP,'iGE SI31FLIFIG DES I f lPERI , IPC>I IxS  1 

Indice LD L 
(nep-ca-SDS en USH) 

CORRESPONDfiTCE DES ZONES 

S u j e t  normolipoprotéinémique 

S u j e t  p o r t e u r  dl-e hyperpré-P LP ( f d e s  VLDL) 
hyperl ipémie a s s i m i l é e  au type  I V  de  l a  c l a s s i f i c a t i  
i n t e r n a t i o n a l e  

S u j e t  p o r t e u r  d'une hyperpré-p LP ( f d c s  VLDL) avec 
chylornicron~mie 

liyperlip6mie a s s imi l ée  au type  V 

S u j e t  p o r t e u r  d'une hyperpr6-p LP ( d e s  VLDL) 
e t  d'une hyper-PL? ( des  LDL) 

hyperlip6mie ass imilCe au type IIB 

S u j e t  p o r t e u r  d 'une  hyper- P LP ( f des  LDL) 
h y p e r l i p é ~ n i e  assiiriil6e au type II A 



Toute augIacn t :ation iso:Lée dc l. ' irldice LDL t r n d u i t  

u n e  hyper-be la - l ipopro  t C ~ ~ T I & I ~ I . ~ C  ( type 1 1 ~ )  . 
Toute augri1ent;ttion i s o l é c  de l l i r i d i e e  VLDI, trac3ilit, 

suis;uî t 1 ' itiyjort~iilce de l a  val-in Lion , irxe liJrper-1~i-6-l~@ La- 

i i ( typck IV)  ou une assoc ia t ion  avec uile tlypcr- 

chy 1omicronSriiic ( type V )  , 

I,taccroissement sit:iiiltnli& des deirx i n d i c e s  t r2di~i . t  

une li ype r l ipopro  i,Cinclr11ic iriiiite ( type II 
131 " 

Les hypcrlip6rni.c~ de typc III non t r z i t 6 e s  sc loca- 

l i s e n t ,  cn g é i ~ d r n l ,  dans l a  zone s 'apparci l tant  au t ype  IV, bien 

que l e  taux de c h o l e s t é r o l  t o t a l  s o i t  dlcv6 ; en e î f c t ,  I n  

poprotkine ~mort-rie~.le du type III e s t  p r é c i p i t 6 c  avec l e s  VLDL 

pa r  l e  SDS c t  il en rés i l l t e  une aug111~1îtatBofi de l ' i n d j c e  

li- i 
VLDL nssoci6e à une diininutioii de l ' i n d i c e  LDL. C e t t e  or ien-  

t a t i o n  d iagnos t ique  d o i t  cepcntlant 6 t r e  confirin6c p a r  des 

méthodes p lus  p réc i ses .  

h b f i n ,  l e s  s6rums normaux co~itel lant  ime f o r t e  

quantité de ~ ~ ( a )  qui  e s t  p r b c i p i t a b l e  par  l1h6par ine-ca lc iu i i~  

mais pas  p a r  l c  SDS,  s e  l o c a l i s e n t  en généra l  en t re  l a  zone 

de normolipoprotéindmie e t  c e l l e  de 1 1hyper-beta- l ipoprot6i-  

némie. 

Le typage s i m p l i f i é  a i n s i  obtenu n ' a  qu'une v a l e u r  

d ' o r i e n t a t i o n .  Il iious perniet néanmoins de d i s t i n g u e r  l lhyper-  

t r i g l y c é r i d é n i e  majeure ( type I V ) ,  1 'liypercholes tCrol6inie i 
e s s e n t i e l l e  ( type  1 1 ~ )  e t  l lhypcrl ipEmie mixte ( type  II B ). 

Cet te  d i s t i n c t i o n ,  se lon  D e  GENNES ( 8 4  ) , s u f f i t  

l e  p l u s  souvent en b io log ie  c l i n i q u e  courante  et en tl-iéra- 1 
peutique.  I 



- Appl.ication à l a  s u r v e i l l a n c e  dcç dyçl . ipé i~~ics  ............................................. 
La con tracepti.ori or; t le s  nccoiripcigne p a r f o i s  de 

pe r tu rba t ions  du métabolisnic des  l i p i d e s  s & r i q u e s  e t  on a 

no té  une augiiiciitrttion des acc ide~ i  t s  carcl io-vasculaires  à 

l a  s u i t c  de l a  p r i s e  de c o n t r z c e p t i f s  oraux. 

Dt:mtre p x t ,  t o u t  s u j e t  dysl-ipérnique t r a i t é  par  

l a  d i 6 t 6  t ic luc ou par  une rnddica t ion hyl>olipdrl~i;*nte d o i t  G t r e  

réguliCrcmcnt s u i v i  s u r  l e  pl,an l i p i d i q u e .  

Une f o i s  l e  typnge é t a b l i ,  l'es t imat ion turbidim6- 

t r i q u e  des  l i p o p r o t é i n e s  de basse e t  de t r h s  basse d e n s i t é s  

peut  e t r e  u t i l i s é e  avec p r o f i t  co!nrnc t e s t  d e  survei.ll:mce 

pour s u i v r e  1' évo lu t ion  sous 1' e f f e t  du r4gi.m~ ü l i r~ ien ta i rc  

ou de l a  t l iérapeutique mise cn oeuvre ( f i g u r e  2 3 page 135 ) . 



MARTINACHE M. 58ans Ilb ......................... 
indice V LI3L TG totaux 

1 ("'"1 (911) 1 
indice LDL chol. L 

(911) I 

DOCQUOIS M. 27ans I I ,  ..................... 

25-  

15- 

. I 1 
9.9.75 13.1.76 20.4.76 

' 
9.9.75 13.1.76 20.4.76 

DELTOUR A .  46ans IV .....* r . . . . . . . . . . . : .  

indice V L D L TG t o t a ~ i r  indice LDL chol. L 
("4 (911) l' 

5J 25- I 
4J 20- 

I 

( u s 4  (91 1 )  ' 
I 
I 

4-1 
I 

15- 3' 1 
1 I 

. 2-1 10- 
I 

5- 1-4 
I 

I I 

3-1 
I 

A 
I 

' 6 - -  - - 4  --'*'"- I 
I I I 

13.3~~75 6.1.76 27.4.76 ' 13.3.75 6.1.76 27.4.76 



I B I I J A N  L I P I D I Q U E  I 

Les deux mdthodes d t a i a l y s e  des l i p o p r o t é i n e s  que 

nous venons de proposer pr6sentent  p lus icu rç  av:mt:xges : 

- E l l e s  p e u v e ~ ~ t  ê t r e  mises en oeuvre fücileiiient dans  l e s  

l a b o r a t o i r e s  dc rou t ine .  

- E l l e s  f o u r n i s s e ~ ~ t  des rcnseigneinents s u f f i s a n t s  pour f a i r e  

f a c e  aux problEincs rencoi~crds  quotidiennement eiî bioclriniic 

c l i n i q u e .  

J u s q u t à  p r é s e n t ,  l ' a p p l i c a t i o n  des t e s t s  de prdc ip i -  

t a t i o n  s é l e c t i v e  é t a i t  l i m i t é e  p a r  l e  f a i t  qae l a  mesure de 

l l i n t e n s i t é  de l a  f l o c ~ l a t i o n  des  l ipoprotéixies é t a i t  r é a l i s 6 e  

avec des  a p p a r e i l s  non conçus pour c e t t e  mesure, s i  b i e n  que 

l e s  r é s u l t a t s  v a r i a i e n t  considérablement d 'un  l ~ b o ~ a t o i r e  à 

l ' a u t r e .  La mise au po in t  d ' u n  turb id imètre  q u i  a s s u r e  une 

~ t ~ a n d a r d i s a t i o n .  p a r f a i t e  de c e s  r é s u l t a t s  permet de remédier 

à c e t  incoiiv6nient. 

Cependant, l e s  renseigriemen t s  apportés  p a r  l e  " l i p i -  

d o t e s t "  ne d ispensent  pas d ' e f f e c t u e r  un typnge p r é c i s  à l ' a i d e  

du lipidograrmne e t  des dosages du c h o l e s t é r o l  e t  des  t r i g l y -  

c é r i d e s .  

La  méthode d t C l e c t r o p h o r ~ s e  sur  g e l  de polyacrylarnide 

en g r a d i e n t  discoiltinii du pII e t  de c o ~ i c e n t r a t i o n  sertnet de 



f a i r e  sans anibigul t 6  l e  d i a g ~ o s t i c  c l i î f  6rcnt ie l .  e n t r e  lcs 

difîE.rcrx t s  typcs  d 'l.iypcrlip6iil lc S .  E l l e  perniet ei? o x t r c  

l e  rep6rngc dc l i p o p r o  t&inc?s p a r t i c u l i è r e s  coirurie l n  l ipo-.  

pro téille ~ ~ ( n )  cloiil; la s ign  i f icakior l  pa t1 lo lo t . i . q~~  r e s t e  

à pr6c i s t . r .  

Uiic fo i s  que l e  typage e s t  4-Labli l 'cs t i r : in t ion 

t u r h i d i  i;id.t-ricj~~e cies Ilpoprcl t 6 incs  d c  I ~ a s s c  c t  t r è s  13:: ssc. 

dens i  t d s  peut 6 t r e  i:t.Llis&e co~;1:12 t e s t  de SUI-ve.illc:rice. 

En coriclusion,  l e  t ab leau  1 1  ( p Z , - c  138 ) é t a b l i t  

les bil,ms I . ipidiyues  de base c a r ; ~ c t & r i s ; u l t  cllaque type 

d'liyperlipSinic e t  d b f i n i s  s e l o n  l e s  deux tcc lu i iyucs  o r i g i ~ ~ a l e s  

mises au po in t  dans c e  t r a v a i l .  





ELECTROPHOWSE PREPARATIVE DES LIPOPROTEINES 

SUR COLONNE DE GEL DE POLYACRYWMIDE 

APPLICATION A LA PURIFICATION A LA CWCTERISATION 



L t i n s t a b i l i t 6  e t  l'l.i&t&i.ogéribit& d e s  cot-iplexrss 

l ipopro  t é iqucs  rc.nclcnt 1 e u r  i solemcn t ci; le~ix '  piirif i c  n t ion  

t r b s  d i r f i c i l e s  (108 ) . 
Bieiz qu lé tcu l t  considér6c colzinc rn&i;bodc? de référent 

1 'iiltraceiz t r i f u g a t i o n  p r8para t ivc  avec ajustsinent ini;crrn&dia 

des densit6s (95  ) exige une iilanipulatioil longue e t  d6l icat-e  

pouvant, de p l u s ,  e n t r a î n e r  des  a l t é r a t i o n s  de s t r i i c tu re  des 

l ipop.rotéines ( 3 , 4  , 97 , 118 , 166 ). 

Les a u t r e s  tecluiiqucs de s6para t ion  des l i p o p r o t d i .  

basées s u r  l e u r s  d i f f é r e n c e s  de rCactii . i tC chii;iicluc vis-à-rri 

des  polyanions,  de charge d l e c t r i q u e ,  de composition en apo- 

p r o t é i n e s ,  e t  dc t a i l l e  rnoléculairc,  sont  généralemellt ~ ~ t i l i .  

sées  coime méthodes d 'ana lyse  q u a l i t a t i v e .  

L ' exce l l en te  r é s o l u t i o n  des l i p o p r o t é i n e s  plasrnati  

ques,  obteliue p a r  l ~ é l e c t r o p l z o r & s e  analy t ique  s u r  g e l  de pol ,  

acrylamidc ( 174 ) ( f i g u r e  15 page 1 1  1 ) , en chylo~il icrons,  VLDL 

LDL, IIDL e t  ~ ~ ( a )  iious a  suggéré l a  niise au p o i n t  d 'un  appa- 

r e  il p r é p a r a t i f  ( 58, 59). ' 

Le p r i n c i p e  as soc ie  l ~ & l e c t r o p h o r & s e  e t  l e  tamisag 

moléculaire .  La sépa ra t ion  s ' e f f e c t u e  l e  long d'une colonne 

de g e l  de polyacrylaniide à grad ien t  d i scon t inu  de coilcentrn- 

t i o n ,  Les riincromol&cules a i n s i  individualisées sont é l u é e s  

quant i ta t ivenient  pr'r l ' in terrn6di  a i r e  dru11 systhme que nous 

décrivons,  
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Ui1 tc>J. .  proc&d& cç t u t i l i s L  de;t1iis 1onil;tcr~ps poi3r 

l c s  prci-13arations de protcl-i~icr; : :jCp;ir&cs 11a.t- & l e c t r o p l i o r ~ s c ,  

l e s  i i io l éc~~lcs  sont  é l u & c s  de ~ ; L Ç O I I   CO:^ tirlue CIZ-~IS LUI i.l.~i:\. 

dc tninpoii. C l i c s  s o n t ,  de cc. £:l i t ,  tr:*s d i l i l 6 c s  ( 8 8  , 99 , 
106 ) e t  ce rzü ins  t~ut;c&urri p r i l l i c j ~ t  cc  t ilicoi~vSiiie.ir& p : L r  unc 

é1cctro;jliorCsc c t  iine Clcztio~z in t c r ; i ~ i t t ~ i ~ t c s s  ( 2 7  , 101 , 154 ) ,  
Cet t e  kcc2mi que prCçente cej?cxldai t des  inconv6nicia l's c a r  

eSlc  e s t  lorigtic cl; c s igc  en oii trc ~ i i i  sys tèi!lc cL'&LuZ;io;i tl*?>s 

é labor3 ,  n & c c s s a i r c  p o u r  6 v i . t ~ ~ .  Lou te  î r i i t c  air niveau dc l a  

cl.iainbi-e ( 133 ) . 
2~ 1 l' i nvc r sc  , Sa m6 tlaocle s . i n i p 1  c que nous propason s  

penne t Cl 1 i ç o 1 c : r  r~tpicleme~zt e t  q11al; l ; i t a t ive~ ; i c i~~  t l e s  Sipopi-o- 

téiizes de bcssc c t  dc liautc cicnsitds (LDL e t  1 1 ~ ~ ) .  Co~~pS6e 

à 1 ' ~ l t r a c e n t ~ i î u ~ a t i o n ,  1' blcctrophos&se prr5parative s u r  

ge'L de polyacrylaiiiidc pcrtnct en out ro  l t isolciaeizt  de  l r r  I,p ( a ) ,  

l ipopro  t6inc p ü r t i c u S i & r e  dont l'obtention à l t 4 t a t  pur e s t  

t r h s  d i f f i c i l e .  

Lfliorrrog6néi tQ des l ipopro td ines  p u r i f  i 6es  par ce 

proc6dé o r i e i n a l  d' é l ~ e c t r o p h o ~ ~ h s e  pr6par:ltive a  é t é  contr81Cc 

sur l a  base de c r i t & r c s  é lec t ropl ioré t iqucs ,  iiliniunologiques 

e t  chimiques. 

L'isoleiiicizt de l a  ~ p ( n )  à p a r t i r  dtwz plasina anor- 

inalexnent r i c h e  en c e t t e  f r a c t i o n  nous a  permis d 'é- t ;abl i r  

pa r t i c l l cment  s a  composition chirnique, de pr6pürc.r un ii:rniun- 

sérum spéc i f ique  e t  de met t re  au po in t  wle méthode de dosage 

immunolo~ique de l a  ~ ~ ( a )  plasi~iat ique . 



L'appzirci.1 dtc'!lectrop!?orc\sc p répara t ive  q u i  nous a 

s e r v i  dans c a t t c  étude 3 é t é  mis RU po in t  en co l l abora t ion  

avec l e  Ccntrc dc Tecimologic Eioni6dicale dc llI.l\:, S.U.R.PT. 

( ~ i ~ e c t c u r  Y,  I.~OSCIT-;"M'O). Scliématisé clans l a  f i g u r e  2 4  

page 143 , il se  corripose dc deus p a r t i e s  : 

- une colonne proprement d i  t e ,  

Muni d'un niveau à b u l l e ,  l 'enscuible repose s u r  un support  

à t r o i s  po in tes  réglcibles permct.türit d  lajus t e r  l a  v e r t i c a l i t é  

du système. 

a )  La colonnc: proprecicnt d i t e  .. 0...*0000..01.....~0.00* 
La colonnc e s t  forinée de deau tubes concent r iques  

en p l e x i g l a s s  dont l ' u n ,  c e n t r a l  e t  creux,  c o n s t i t u e  l e  sys- 

thne de r é f r i g é r a t i o n ,  La  convection du tatnpon qu i  l e  rempl i t  

s u f f i t  & é v i t e r  t o u t e  é l éva t ion  de terapérature. 

Le g e l ,  coulé  dans l a  couronnc e x t é r i e u r e ,  e s t  

maintenu à s a  base par  une trame de nylon par fa i tement  tendue 

e t  p lanc ,  c e n t r é e  s u r  l e  tube de r é f r i g 6 r a t i o n  e t  totalement  

imperméable nu g e l  , 



~APPAREI L D ~ ~ E E C T R ~ ~ V ~ E - ~ R ~ V  t 
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b)  La chambre d l é l u t i o n  ......** 0 0 . . . . . . . . 0 .  

La  clls'mbrc, d f d l u t i o n  ~ ~ a d ~ ~ p t o  & l a  base de  l a  

colo.xu~e. D1unc ~ ; L I A ~ C I . I ~  de 0 , s  m:i, e l l e  e s t  cl&lii;iit<c par  

l a  su r face  i i l îorieur: ,  du g e l  c t  u n e  uie~nbrane en ~:iat;ii\rc 

p l a s t i q u e  tendue , 

~ ~ a s ~ i r r i t i o l i  e s t  c e n t r a l e  c t  llüdrnissioil di] 

tampoli s ' e f l c c t u c  p a r  l t  interrnédi.aire d 1 u l  b a r i l 1  c.2; extCr'ieur 

donnant a i n s i  irn f l u x  convergcarll; de l a  p é r i p h é r i e  v e r s  l e  

c e n t r e  e ~ i L ~ - c  clcux su r faces  plmies suils obs tac le  c t  donc ~ ' 2 ' 7 s  

vo 1 ~ i 1 ~  1110 r t 0 

13/ PREP,"A'LTION DU SUPPORT Il 1 Y JJ13CTRO?I!O?22SJ; ....................................... 

Pour l a  p répara t ion  du support ,  l a  ch;~nbre d 'd lu t io i l  

e s t  rc~riplacée pa r  un bouchoil s ridnptmt de f âçon pûrf aitement 

étanche l u  t r ~ n e  de nylon. 

Dcux g e l s ,  de concent ra t ion  d i f f  ércrrtc cn acrylamide 

sont  succcssivemcnt coulés  e t  polyin4risds : un g e l  r> ou g e l  

d ' é l u t i o n  de concent ra t ion  2 $ (p/v) (100 r n l )  e t  un g e l  -1 ou 

g e l  de s é p a r a t i o n  de concent ra t ion  3 $I (p/v) (100 m l ) .  La 

aomposition des  s o l u t i o n s  se rvan t  à c e s  p r8para t ions  e s t  

donnée d'ms l e  t ab leau  1 2  (page 145 ). 

D a n s  cllaque cas ,  l a  polyniérisation e s t  obtenue en 

30 min. tempCrature ambiante, sous l q e f f e t  c a t a l y t i q u e  du 

p e r s u l f a t e  d1,u;unonium. 

Le g e l  d ' é l u t i o n  ayant  une s t r u c t u r e  t r b s  lhche,  

l ' a d d i t i o n  de l a  sol i i t ion du g e l  dc sGparation d o i t  ê t r e  

e f f e c t u é e  avec beaucoup de précaut ions  pour é v i t e r  t o u t e  

p e r t u r b a t i o n  du g e l  i n f é r i e u r ,  





C/ PiZiPLq?:TT 0:: D!':S 3C1L1::TIL,L,OXS ii PTTRIFI 3R ....................................... 

L'iso1e1ncn-t des  LDL e t  d e s  IIDL d'un pl:~siiia, en  

vue d lu le  r ~ r i n l y s c  l ipidicluc de  cl?;i(-jue f r a c  ti-on , ne n d c c s s i % c  

aucune pi*Gl?r~ra-tioiz pr8~1:~bI .e  e t des çli inil t ; i tGç alI.cxi; j u s q u  ' 5  

fj cli1l:ili. t r e s  dc plasnlct peuvent 6%rc  d&pos&cs en vrzc ctc 

l 16 lec  troplior&se. S i  l ' o n  d 6 s i r e  6trrdiei- 1.2 p a r t i c  pl-ot6iyue 

des  L b l ~ o ~ L  OU prtSpar'ex* de.; i.ru11~uis4rurns spdcif  iqucs , 
il e s t  n6cessa i rc  d~Glii:i .iner~ daxç un premier i;c\npç 1-eç 

a ~ l t r e s  prot6:incs par u:ic! u1  1;1-:*cc17 Li-iSut;::tiol; C I C ~ I ~ ~  p~llditllt  

24 hcurcs  à 13 d e n s i t é  d = 1,21.  

Pour l a  pu i - i f i ca t iun  de la ~ ~ ( a ) ,  dciix 6t:;pe.s d q u l -  

traceil tr i îug.t i .u~z, avec ajustcmc,lit in-teL-nédir~irc:  des  deilsi t é s ,  

s  1 iniposcn-t a v a i t  1 ' 4lee trol~lloi*èsc. 

L I  u ~ ~ ~ r : ~ c i l ~ l - i f i ~ c ~ u ~ ~  que nous u t i l i s o n s  (sp inco  

Bcclimm ~iiodèle L2 ;IV) e s t  ~niuiie d'un r o t o r  Ti50. L l l e  donne, 

à l a  v i t e s s e  de 40 000 tours/nii iutes e t  pour l e  rayon moyen, 

une acc61érat ion de 105 000 g. 

Les d e n s i t é s  sont  rnesur&cs avec 1.111 densirtiètre 

Jobin-Yvon 5 a f f i chage  numérique. LI a justeiiient sc  f a i t  pa r  

a d d i t i o n  d'une s o l u t i o n  s a l i n e  à base de N u C l  c t  de ICBr ( 95 ) .  

Le t ab leau  13 (page 1 4 7  ) en résurne l e s  d i f f é r e n t e s  

é t apes  : 

- Une premibre u l t r acen t r i fuga t j .on ,  menée à l n  densi té .  1,063 

pendant 24 heures  à 105 000 g ,  permet dvéliminer par  f l o t -  

t a t i o n  l e s  VLDL e t  l e s  LDL. La majcure p a r t i e  de l a  ~ p ( a )  

sédimente, dcms c e s  cond i t ions ,  avec l e s  IIDL. 

- Une deuxi&riie u l t r acen t r i fue ;a t ion ,  e f fec tube  s u r  l e  sous- 

nageant e t  menée à l a  d e n s i t é  1 ,12 pendCant 214 heures  & 

105 000 g ,  a s s u r e  l t i s o l e m e n t  de l a  ~ ~ ( 2 )  e t  de l a  f r a c t i o n  

I-IDL q u i  s e  t rouvent  drms l e  surna~;eririt. 
2 
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I 

C e t t e  f r a c t i o n  e s t  rdcup&rGc, p u i s  dinlys6e ci, concen t r ee  

avant  d '  2 t r e  d i s s o c i . 6 ~  eiz  ~ ~ ( : i )  e t  IIDL p a r  &lectroplior?:..;e 
2 

prépa ra  t i v e  . 

La d i a l y s e  e s t  effcctt1i.c coritr-e du s t : r i lm phys io lo- -  

giqme dans  uil clial.yseur f i b r c s  c r c u s c s  c l t ac&tr? te  de c e l l u -  

l o s e  (1101 loxi F ' ibe r ,  L a b o r a t o i r e s  Bio f ind) .  

La c o n c e n t r u t i o n  est; obtenue par ul t rp- . t ' i l t r r . t ior i  

a u - t r a v e r s  d ' une  ncm1)rnne D i ; i f  l o  P;i 1 0  (.?nicon ~ o r ~ ? o r a t i o i ~ )  . 

Lorsque l e s  g e l s  o n t  é t 6  c o u l é s  e t  p o l y ~ : ; é r i s d s ,  

l a  cliainbre d ' é l u t i o n  e s t  adap tée  à l n  base  de  l a  colonne.  

La p a r t i e  i n f é r i e u r e  du sysi;i:cle e s t  iminerghe dails 

un r 6 s e r v o i r  r empl i  de  tai:ipon e t  conten,ant une anode eri p la -  

t i n e ,  

Du t;ampon e s t  e n s u i t e  a j o u t 6  j a squ ' au  soninet dtr l a  

colonize p u i s  d a n s  un r é s e r v o i r  s u p é r i e u r  con tena i i t .  l a  catliocle 

e t  cornniuniquant avec l e  tube c e n t r a l  de r é f r i g é r ü t i o n .  

L ' é c h a n t i l l o n  e s t  déposé à l a  s u r f a c e  du g e l  de 

s é p a r a t i o n ,  s o u s  l e  tampon ( f i g u r e  2 4  page 143 ) .  

L 'é l ec t rop l io r è se  s e  f a i t  pendant 16 h e u r e s ,  ?i 

+ 4 O  C, dans une e n c e i n t e  tl-ierrnostatée, sous un v o l t a g e  cons- 

t a n t  d e  200 v o l t s .  

ELUTION DES LIPOPROT%IYES ------------------------- 

Les d i f f d r c n t e s  u n i t é s ,  couplées  en  s o r t i e  de  colonri 

pour pe rme t t r e  l ' é l u t i o n  d e s  f r à c t i o n s  s épa rées  p a r  l t 6 1 e c t r o -  



/ 

o r ,  s o n t  rcprc5scntCes s u r  ].a fi.gi-irc 2 4  p;:=;c143 . 

U i i c  pninyje p é r i s  t :~ l t i c ;ue  5 t r o i s  c::licrux assure cies 

d4b i  t s  r6;yul i e r s  ( f i . gu rc  24  : 1 , 2 , .  J ,  page 143 ) .  
i 
1 

TJii tuyau  c n l i b r s ,  conrlcct;  uri e i :a t rc  c!c: 1:1 c?l : jml->rc  

d t & l i i t i . o n  ( canx l  l ) ,  e s t  r c l i : :  à un concc~iit;r:itcnr d 1 4 1 ~ i a t s  

d e  col-orinc (0lk-1.i-ne c o n c c ~ l t r n t o r  - 12 in i cc .n  ~ o r ~ > o . i ^ ; t i o r i ) .  Dnlr s 

c e  s)-çt$nre, 1~ p;~rcoIxrs  o f f c c  tif d e s  é l i ia  t s  sur iizlc iiicr!il>s;iiic. 

d t u l t r : : f i - 2  i;ra tioiz s u i t  urie !12i;lcc s p i . r a l o ,  T,e solv:irtz t el, l e s  

in i c ro i~ i» l&cn les  de t û i l l c  inf&ricci-f :  nu d i~ j i i i h l r c  de:; p o r e 3  

de l a  nicr;ibraxic s o r ~ t  ccpables  dc l n  tr:ivcrser.,  t a n d i s  cliic les 

ni:~cromoli.culcs en s o l u t i o i l  beziicoup plu:; concctntr6c r ' c s t c i ~ t  

e n  s u r î a c c .  C l l c s  s o n t  dir igcces pa r  1' i n  ter:n6cii<tirc dlti1-i 

s econd  tuq-nu ( c a n a l  2 )  dans Ici rriicrocuva r..ltiin. spcc  t r cp l io to -  

1iiè-t;rtt don t l e  nioriocl~rornnteur e s  t c a l &  s i i r  une  l o n ~ i i c u r  cl ' onde 

d e  250 n m  ( o u  520 nrn quand l e s  l i p o p r o t 6 i n e s  s o n t  p r d c o l - o r d e s )  

p u i s  e n f i n  r é c u y & r & e s  d a n s  un c o l l c c t e u r  d e  f r a c t i o n s  1 - 6 ~ 1 6  

p o u r  r e c u e i l l i r  d e s  voluines d e  11 1111 p o u r  un d é b i t  de 1 , 3  n i l / r ; i i  

Le t u y a u  clil c a n a l  3 d e  l n  potiîpe a ç s u r c  1' a l i i u e s ~  ta- 

t i o i i  e n  tampon d u  b a c  anadiquc d c  friçon c o i i t i n u c ,  nvcc  L I I ~  

d6bi. t  i d e i l t i q u e  au  d é b i t  d l é l u t i o n .  

F/ C~RACT~RIS~~TIOX DUS FRJiCT107TS PURI'I"IZi?S ....................................... 

La p u r e t é  d e s  f r a c t i o n s  d e  l i p o p r o t é i n e s  a i n s i  p r é -  

p a r é e s  a é t é  t e s t é e  p a r  d e s  niéthodes é l e c t r o p 2 l o r d t i q u e s  e t  I 
i n ~ r n u n o l o ~ i q u e s  ; l ' a n a l y s e  d e  l e u r  c o m p o s i t i o n  l i p i d i q u e  1 
conip lh te  l t  i d e n t i f i c a t i o n .  

a)  Carac  t 6 r i s a t i o n  é l e c  t r o p h o r é t i q u e  
..o......... o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les  l i p o p r o t é i n e s  d e s  f r a c t i o n s  i s o l d e s  o n t  fait 1 
l ' o b j e t  d ' u n e  a n a l y s e  q u a l i t a t i v e  p a r  6 l e c t r o p h o r & s e  s u r  gel 



de polyûc&rlniiiiclc ( 174 ) e t évsntuc1le:nerit s u r  gel. c i 1  agarose 

(1118thode Dio G r r i i n  A des Laboratoires B i o  Rad). 

Les p r o l ~ r i é t 6 s  imiif~n01.0giques des f r a c t i o n s  i s o l 6 e s  

ont & t é  ét i ldiécs  par  doubl-e d i f î i ~ s i o n  en g e l  d'a,-arasc ( 148) 

à l t a j d e  d'ira1iiuns6ri1111 çpbcif iqucs antj.-alpha e t  m t i - b S t ü -  

l ipoproc6ineç (?30e3iringcr) e t  a n t i - l p ( n )  ( f o u n s i  pa r  l e  

Docteur CV11STEIN, V N T S  paris). 

Les r6rzctions sont  l u e s  aprhs 43 heures  dc: d i f f u s i o n  

des del-ix r8actr tnts ,  à température ambizmtc, dans un gel. d'a- 

g a r  à 9 :; (p/v)  en taiiipon v&ronnl. 0 , 0 5  N p1I 8 , 6 .  

Les l i p i d e s  des l i p o p r o t d i n e s ,  e x t r a i t s  par  l a  

méthode de FOLCII ( 6 9 ) ', ont t 6 f r a c  t ioi i l~és  p a r  cl-iror~iato- 

graphie s u r  couche niince d e  g e l  de s i l i c e ,  s o i t  dans l e  s o l -  

vant  de iiiigration é t h e r  de p é t r o l e - é t h e r  4thylique-acide 

ac6t ique  (90/10/1 v/v/v) pour l t i s o l c m e n t  des t r i g l y c é r i d e s  

( T G ) ,  des  glycErides p a r t i e l s ,  du c!iolestérol l i b r e  ( C L )  ou 

e s t é r i f i é  ( C ; ) ,  s o i t  dans l e  solvrint chloroforme-mCthano1- 

r;I14011 7 N ( 1 13/45/7,5 V/V/V) pour 1' isolement des  p r i n c i p a l e s  

c l a s s e s  de ~ h o s ~ h o l i ~ i d c s  ( : ~ ~ ~ c n c i i c e  technique,  page 183 ) . 
Après r é v é l a t i o n  des taches par l ' i o d e  e t  é l u t i o n  

pa r  un mélange chloroforme-inétl-ranol (v/v)  , l e  c h o l e s t é r o l  

e t  l e s  g l y c é r i d e s  ont  é t é  dosées à l tautoruralyseur  Technicon, 

respectivenient p & r  l a  méthode de RUSH e t  c o l l .  ( 161 ) e t  c e l l e  

de ICESSLER e t  LEDERER ( 110 ) (appendice teciuiiquc, page 18 8 ) ; 

l e s  piiospholipides ont é t é  déterminés par  l a  méthode de 

W E J A  e t  c o l l .  ( 152)  (appendice teclmique, page 186). Les 

compositions en ac ides  g r a s  des  t r i g l y c é r i d e s ,  des e s t e r s  

de c h o l e s t é r o l  e t  des  phosphat idyl-chol ines  ont  6 t &  é t a b l i e s  



, 

Parr chromatographie en phase gixzeusc des e s t e r s  m6thyli-ques 

d crcidcas g ras  obtenus par md t hmolyse  des f r ac  t i o ~ i s  pr6aJ-a- 

bletnent i s o l 4 c s  s u r  coiiche mi-nce. L e s  l i p i d e s ,  r évé l6s  par  

l a  rhodc!mine, soi1 t chauffés  directement  en présence dc 

niéthai01 e t  d ' a c i d e  s u l f u r i q u e ,  pcndniit 2 heures  à + 70° C 

( 8 9,) .  r iyrbs extrr?.ction p a r  1 'heptane,  l e s  e s t e r s  niékllyliques 

son t  puriîids p a r  chroinatographie s u r  co~iclîe inince de  ge l  

de s i l i c c  d;lx?.s un çolvrtrit de  migr;~ti .on c o n s t i t u é  p:ir du 

benzèi~e ( 180),  piii-s anülys6s à 180" C s u r  color-mc de succ ina te  

de diCthylhnc g l y c o l  à 10 $ (p/p)  s u r  chromosorb :i/Ll:l 

( c  oloiiilc: d t  a c i e r  inoxyclnblc dc! 3 ln) . Les pourcelitages des 

dif ' îdrents  a c i d e s  g r a s  ont  ci. t é  o b t c . 1 1 ~ ~  par i.11 f;&gra tien auto- 

matique ( ~ ~ i ~ r n t o r  Autolab Spcct ra  ~ h ~ s i c s ) .  

1,' 4 tudc de l a  co~iiposi t l o n  glucidiclue des l ipopro  téiilc 

a 6 t 6  effect t iée  aprGs d é l i p i d a t i o n  p a r  un rn&lain@e cliloroformz- 

rnéthuilol ( 1 / 4  v/v) d'une f r a c t i o n  a l i q u o t e  ( 2  mg de p ro t8 ine )  

e t  1yoph:il isation (137) ,  Les Iiesoses ont 4 t G  dos6s p a r  l a  

méthode à 1 ' o r c i n o l  de TILLbl,il\!S e t  PIIILIPPI ( 184 ) ri~odj.fiée 

p a r  RIIIINGTON ( 156) avec, corilme ténioin i n t e r n e ,  un mélange 

équitnoléculairc de manriose e t  de ga lac tose  (appendice 

tec ib ique  page 205). 

La t eneur  en ac ides  s i a l i q u e s  a é t é  appr&ciée  pa r  

une rnodi f ica t io~i  de l a  méthode de K I I L Z I  e t  STATZ ( 141 ) 
modifiée par  WERNER e t  ODIX (197) en u t i l i s a n t  un r é a c t i f  

à l a  dipliénylamine e t  1' acide  N-ac é tylneuraminique comine 

témoin i n t e r n e  (appendice teckmique page208). 

Les p r o t é i n e s  des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  o n t  é t é  . 

dosées se lon  l a  méthode de LOliRY ( 1 2 5 )  en u t i l i s a n t  cornnie 

é t a l o n  de  l n  sérrunalbun#ine (appendice technique page 21 1 ). 

L'analyse q u a l i t a t i v e  de l a  copule p ro té ique  de 

l a  ~ ~ ( a )  a é t é  e f f e c t u é e  après  d 6 l i p i d a t i o n  p a r  un mélange 

é thanol -é thcr  é thy l ique  ( 3 :  1 v/v) ( 165).  os p r o t é i n e s  de 



1' ex t r a i t  s e c  , s o l u b i l i s é e s  dans vae s o l u t i o s î  d e  docf6cyls1il- 

f a t e  d e  sodium (4 $ p/v)  orit é t é  s & p ; ~ r é c s  cn & l ê c t r o p l i o r ~ ç e  

s u r  g e l  do  poZyricr)-1n:nide - S D S  se lor i  .iinc :tclapt:~tioiz dc l a  

niCthodc d c  !,'1>132R e t  OS?,O:Z\ ( 195 ) (n:-pctncii cc ~ L \ C ~ X I ~ ~ L I C  I I ~ ~ C  

214 ) .  Eiî p r d s e n c c  c l i l  dé tc l*ge l l t ,  l e s  p r o t 6 i i l . e ~  îorr:ient des 

cornplcscs m i c c l I a i r e , i  clai s e  ~61~: ; i rc l l t  el?. g e l  t l c  polyacryl-ar:iidc 

e n  f oric t i o n  clu poicis rilol-éculnirc d o  13 ~ x - o ~ ~ ~ . x z c \ .  Xous : ~ V O I ~ S  1 ) ~  

v&r i f i . e r ,  pr-r 1' a n s l y s e  d t u z  I I I ( ~ ~ ~ X I ~ C  de  I Y S O X ~ ~ C . ,  1ti7 t t t r y ~ s i l l c ,  

s4runinlbumi.iic, X<i go1 ,iii&r:~se ( c l a s s e  (3 ) , alhi i in inc  cl' oeuf a t 

cliymo t rypsr ino~Cr~.e  (::ocllri~~gcr ?.l,inlîllci.in) qii ' il c x i s  bai t; une 

r c l a l i o n  l i n 6 a i  rc e n t r e  l e  1 o g a r i  t1u:lc du p o i d s  rnol6cillai  r c  e t  

l a  i~iobil.:ii;é C l c c t r o p l l o r 6 t i q u e  de chaque prot ,Cine (fig:.ur-, 1 ., 
paze 2 2 0 ) . 



La f i g u r e  26 paze 154 irioiltre qii' a p r b s  élcc trop?ior6sc? 

prCparat ivc d u  plasm:~, l e s  i ipopro t4 ines  sont  klu8es r c s p e e t i -  

vemont sc lon  deux p i c s  parf aitet~icn t sGpar6s. 

Comn~e l e  montre 1 ' & l e c  tropl~or;: se iinnlytique s u r  g e l  

dc lmlyncrylarriide en gr;idient (fir;. 27 paGe 156 ) ,  l e  p i c  1 

correspond aux IIDL a l o r s  que l e  p ic  II correspond aux LDL. 

Lcs VLDL dont l a  t a i l l e  e s t  t r o p  importante pour t ravcl-ser  l c s  

m a i l l e s  du g e l  r e s t e n t  cn haut de l a  colonnc. 

Lorsqu'on d 6 s i r e  é t u d i e r  l e u r  co:npositioiz l i p i d i q u e ,  

l e s  l ipoprotéi izes  sont  précolorées  e t  l ' en reg i s t r ement  se f a i t  

à 520 mi. 

En revanche, lorsqu 'on  s ' i n t é r e s s e  à l e u r  c o l ~ u l e  

p ro té ique ,  l e s  l ipopro tk ines  doivent  ê t r e  débarrassées  au 

p r é a l a b l e  des  a u t r e s  p r o t é i n e s  plasniaticlues p a r  u l t r a c c n t r i f u -  

g a t i o n  à l a  d e n s i t e  1,21 e t  l ' en reg i s t r ement  s e  f a i t  230 n m .  



DEPOT : 5ml de plasma de d <  1,21 

TAMPON tris-glycocolle pH 8 , 3  

200 volts 16 heures 4 c  

ENREGISTREMENT : 2 8 0  nm 



Les deux l i p o p r o  t ;éia~es i s o l 6 e s  donnent tuic sctrle 

bzcridc en d l cc  tropliorhsc arzrtlyt,icl-i/c s i r r  c c 1  de pofyac l*yl.nrr~ l d  c  

( f i U .  2 7  pctgc 156 ) c . t  rc5ail;issent sptfciîj(:ucrneilC avec l c v r  

aiitisG~-um corréspol idn~î t  (fiS..  2 8 j1aL.c 157 ) ciz inii,iuilodi ffii- 

s i o n  scl.oli OVCI1T~!?I~OSY.  

L e s  coriipo:;l.tioiis 1j.pidiclues 1~ar b i e l l e s  c l e s  deii:: 

soilt p:~.rîniteiiicilt; er1 accord avec l c s  cor,lposi.tions propos6c.j 

d;lils l r i  l j t t d r a - l u r e  p o u r  c c s  mêmes l ipopr-oté i i ieç  i so l -&es  scloll 

Afin de connaî t r c  l e  pourccntagc de rdci~pc:rntion d e s  

l i p o p r o t 8 i n e s  dans n o t r e  s)-sthme, nous rrvolis eff 'cctu8 1' a i~a ly -  

s e  q u a n t i t a t i v e  dcs  IIDL c t  des  1,111~ s4pardes  p a r  4 I c c t r o p l i 0 r ? ~ ~ c  

pr6paratix-c d'une p a r t  e t  dCtei-min&es, d ' a u t r e  p a r t ,  p a r  prd- 

c i p i t a t i o i z  s d l e c t i v c  à l ' a i d e  dc golyanioils e t  de cl8ter@ents  

se lon  I i I L S O K  e t  c o l l ,  ( 204) (appendice tecliniclue, page 201 ) . 
Pour cc  f a i r e ,  rions avons dosé l c  c l ~ o l c s t ~ r o l  de c h ~ c ~ m e  des  

f r a c t i o n s  cn chroinz. tographie  en phase gnzcuse selon ::ILUCRT 

e t  c o l l ,  ( 7 ) ( l a  chrornatograpliie gazeuse a  é t é  c h o i s i e  dc  

p ré fé rence  au dosage automatique enzyna t iq i~e  en f iuor ic i8 t r i . e  

à cause dc l ' i i l t e r f 6 r e n c c  de l a  précolorc . t ion dans c e t t e  de r -  

n i è r e  rné tllocie) (apI,endice tecl~izique,  page 1 9  6 ). 

Les r é s u l t a t s  rassetnblés dans l e  t ab leau  15 page 

159, i i~ontrcnt  que l e  pourcentngc de r6cupérn t ion  déterrilin4 

en prcmant cotnn:c r é f e r e n c e  l a  nidthode dc  !JILSO?;, c s t  e x c e l l e n t  

dans l e  C L ~ S  des lIDL (rendement = 91+,3 ::) e t  un peu riioins bon 

dans lc cas  des LDL (reizdci;ieiit = 79 $). 



A : plasma total 

8 : LDL(éluats du pic I I )  

C : HD~(éluats du pic I 

U : V L D I  

b :  LDL 

C :  HDL 
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a n t i  - HDL - anti4- LDL J 
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b) , ippl ic ;~t i .ons 
o . . . . . . . . . . .  

L '  61 ec  t r o 1 ~ k r o - ; ~ s ~  p r G p n r n t i  ve c  s' nd;Lpto 1~ c,li,:~itj.Si- 

cnt iol l  des l i p u ~ ~ r o t & i i i e : ;  ( t , u b l e : ~ u  15 page 159 ) .  Ls' ;ulalyse 

dcs c o c f C ' i c i c n t s  dc v a r i a t i o n  indique il1ie p o u r  l t a a a i y s e  des 

IIDL, 1~: ~ 6 ~ ~ i r n . L i u r - i  sxir c o l o ~ u ~ c  c s t  p l u s  ndapt4e a l o r s  quc 

pour c e l l c  c i c s  L3L l a  pr6cil1it ,*tioii  p a r  1 . c ~  p o l ~ ~ ~ u ~ i o n c  c t  l c s  

détei.ge:its est iil;?illt?~~.ïrc, C c c i  peut  s C X ~ ~ ~ . ~ L I C I '  par l e  f a i  1 

que l c s  ITDL, pc t i t c s  inol~cul.eç tr2;s ionisbes  à pl1 alcal.j.li, 

son t  6ludcs rnpicfci.icnt e t  snnç p e r t e  a l o r s  que l e s  T,3L p lus  

g rosses  cl; laoilis chargr:cs s o i ~ t  rnoins facilcinent i:lu(:es e t  

r e s t c i ~ t  en p a r t i e  (21  ::) d a i s  l e s  c i a i l l c s  des g e l s .  

LI 6lcctropliorSse pr6pnra t ive  S C  r f v è l c  p a r t i c u l i è r e -  

n~ent  u t i l e  pour ln sépara t ion  dcs  LDL c t  s u r t o u t  des IiDL. Xllc  

é v i t e  l e s  ~ioinbrcus a jus te i i~cnts  de densi. t6 e  t l c s  n u l - t i p l e s  

c e n t r i f u g c t i o n s  que n é c e s s i t e  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  de f l o t t a -  

t i o n .  Lcs l ipoproté i r ies  i s o l 6 e s  sont  i r i tac tes  cluali tativetnent,  

s i  1 0 0 1 1  cil j u g e  d l  a p r b s  l eu r  mobi l i t6  61-ectropfiorétique, l c u r  

r é a c t i v i t é  a.xlti~;Eiiique c t l e u r  c o ~ i p o s i t i o n  l ip id ique .  

Ce t t e  niéthode e s t  s u s c e p t i b l e  d ' ê t r e  u t i l i s d e  avec 

p r o f i t  daris de nonibrcuses occasions : 

- E l l e  f o u r n i t  des  l ipoprot6ine.s pures  qu i ,  i n j e c t d e s  à l t a n i -  

mal en présence dtadjuv:mt de FR'LLTD, provocluent lrî foriiiatioil 

d 'an t icorps  spécificlues. Ori  peut  o b t e n i r  a i n s i  t r h s  facilcinent 

des  iiiununséruriis ;alti o( e t  anti- p ï ipoprot6 ines .  

- E l l e  rend beaucoup p l u s  a c c e s s i b l e  l ' a n a l y s e  s t r u c t u r a l e  des  

l i p o p r o t é i n e s  en recherche fondartien t a l c .  De r é c e n t s  trlivc7us 

ont  montré l ' importance des apoprotéines d a i s  l e  ln6 tribolisr~ie 

des  lipoprotéines ( 6  6 , 114 ). Il e s t  ais&', apr;.s c lé l iy ida t ion  

des  f r a c  tioris p n r i î i E c s  p a r  électrophorc\se p r é p a r a t i v e ,  de 

sépare r  p a r  d i f f  é r e n t c s  ln6  thodes pliysicochiniiques l e s  apopro- 

t é i n e s  de l ' e x t r a i t ,  



- ElLe e s t  1~<:st-iculi>rcrn(?11&~ n d ~ p t é e  à l ' o b t e n t i o n  dtlil>L pu,-CS 

q u i  sont  n<5ccrsa.i-1*c:s, eii t a n t  ciuc subs LI-ri t ,  pour l a  dJ te  r r n i -  

n:~Lrion clc  Iri 16c.i. L1i.i.~:~-choles t6~-01-:~c)-l tra~sférr!..c,c l>lzLsryiaL C- 

que. 

Ltisolei:rci~i; e t  l a .  purif icat ; iol l  dc l a  Lp(a) nécess i -  

terit d c u ~  6 tripes ~ ~ ~ C l i ~ i i i l l a i r ~ s  d  111 tr;:c ~ ~ I t i ' i î ~ g C i t >  02 ( ~;;:~I.cLI~I. 

13 page 147 ) qui  éliiriizlezlt l e s  I;I,DL el; l e s  LDL. Par rapport 

au çéru:n de dhpari; dont l e  p r o f i l  l ipoprot i i ic~ue a 6 td C t a b l i  

p a r  Llcc-troyllor$se s u r  g e l  de polyacl-y3.aini.de el1 ~;rac-lielit d i s -  

coritinu ( 174 ) ,  l a  f r a c t i o n  obtenuc cont icr l t  l a  ~ n a j e u ~ c  pzl-l;ie 

dc l a  ~ ~ ( a )  e t  des FIDL ( f i g u r e  2 9 page 162 ) .  ~'Elcctroyl ior ; ; .se  

p rdpara t ive  d i s s o c i e  c c t  ensen~bl e  en deiix sous-frac t;ions 1 e t  

II ( f i g u r e  30 page 163 ) . Ida î r a c t i o l i  1 ( f i g u r e  2 9 pnze 162 ) 
correspond JUX IDL e t  ne c o n t i e n t  pas de ~ ~ ( u ) .  La frc.,ctioli II 

qui ne c o n t i e n t  pas dc IIDL dolule une scu le  bande p a r  é l e c t r o -  

phorèse a t ~ a l y t i q u e  s u r  g e l  de polyncrylurnide ( f i g u r e  2 9  page 

162 ) e t  une seu le  baiide en p o s i t i o n  pro- p a r  6lcctrophori:se 

s u r  g e l  d f  agarose ( f i g u r e  31 page 164 ) . 
Cet te  î r u c t i o n  II, correspondait l a  ~ ~ ( r r )  a i n s i  

i s o l é e  r é a g i t  en irnmunodiffiision ( f i g u r e  3 2  page 165 ) avec 

1~ir;iniimsérum , a n t i - ~ ~ ( n )  mais a u s s i  avec ltiinniunsCrilrn a n t i -  

LDL du f a i t  dc l a  corirnunauté cantig&niqiie p a r t i e l l e  q u i  e s i s t e  

e n t r e  l e s  deux types de l ipopro td ine  ( 6 2  ) (186) (192) ,  Lc  

p e t i t  éperon q u i  s e  forrne l o r s  de l a  r6union des deux :II'CS 

semble incliquer l ' e s i s t c n c e  d'une c e r t a i n e  c l i ssoc ia t ion  dc l a  

~ ~ ( a )  en scs  d i f f é r e n t s  composants, 



A: fraction de densité 1 , 0 6 3 ~  d < 1,120 

B : Lp(ci) (éluats du pic II ) 

C: H DL (éiuats du pic 1 1  C : HDL 

d : Lpiai 
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0 0  a . . . . . .  

OL>%i2; G C+'i:l LI ùC'Ï:',G7;; ; 0 2 : 3 C L  PRZPA!?-:'FlVL: Z P,'L:T.TI: DL T J L i  I7;C,'VT_tOl: 
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I~II'OF~?.01'.37-~~'L 1-YL;Lr2 Il?, T-rLLTiL:Ji:";'C~:IT''2GL:TIO;,' ( 1  ,063 < c l  < 1,720) 
---_--------.--------".-------------------------------------.---- 

DEPOT: 5ml  de l a  fraction d e  densité 1 , 0 6 3 ~  d C 1,120 

DEBIT: 1 , 3  m l /  m n  TAMPON tris- glycocol l e  p H  8 , 3  

200 volts 20 heures 4"c 

E N R E G I S T R E M E N T :  280 nm i 



ZT4:2CT::O?;IC:2'TS-; SU'? C771, j.j ' iiGLiT>,OÇ:a: 3:; 1 ,t? Li> ( :i) IÇC!1.,7;2 P-::: 
_II_I----I-_--UIII~-----------------------.---------~---- 

U I , ~ ~ ~ L ~ - ~ ~ ~ r ~ L ~ - ~ ~ l ~ ~ ~ ' - ' ~ ' ~ O ~ ~  ~ ~ I J I ~ ~  jj 1 ~ ? , 2 ~ ' P ~ ~ 9 Y I ~ C A ~ ~ ~ ~ ~  P j ~ ~ ~ ' L ~ l ? ~ ' i T I T , T ~ $  
II~_U~-I--II~----UI------.*-------.----.-~----------------- 

dépôt ab 

B : L~ (a) 

C: L D L  

a :  LDL (p) 

b: VLDL (pré-p) 

C :  HDL (a) 





I I  r i ,  1 t ~j:,s~rtcc dc 1-6ac-t; ion :ivre 1' ii:il;iins6rurri c ~ n t  i- 

IIL)L, conlirrre 1.a ~ni . l ' : i i t c  s i :parn t iu : i  des <Ic:i!s l ii3op1-O c Ailics 

l o r s  dc 1 Glcc Li-ct;~I;or~i'i~c) pr(5pzsri t i v c  ( r i  ,;iirc 33  , 1,::;~ 167 ) . 

Lc d & v c l o ~ ~ ~ ) c s i e n  t de 1 a rn6tlioG.e qiic iious veil0-rr.r; d c  

r appor te r  nous a permis de pu i ' i f i c r  l a  ~ ~ ( n )  i so l6c  d.;i plclç:,ia 

provci~ant  d 1  un s u j e t  d y s l i p o p r o - t é i ~ i é ~ r ~ i y ~ ~ c  e t  dc détc:-.:riincr 

s a  co~ny)osi. ti.oii lipitlicy~ie , g l u c i d i q n c  e t  prof,r5iclue, co~rrparzti-  

vc:ne:it; c e l l e  des LDL i s o l é e s  chez l e  inil.r:ic s u j e t .  

Lc tabl.cau 16 pnge 168 f a i t  d t a L  dcs r & s i ~ l t a t s  

enrcgis t rCs  au niveau de 13 composition l i p i d i y u c  d e s  LDL c t  

dc 13 ~ p ( a ) .  Corni~ic cltnutrcs autci i rs  ( 6 ) ( 1 1  1 )  ( 119) ( 177) 

nous trouvons dc graiides ancilocics de r C p a r t i t i o n  d c s  diff6rcri-  

t e s  C ~ ; L S S C S  de l ipfides.  Coimc l c s  LUL, l a  ~ ~ ( a )  se  c a r ü c t 6 r i s c  

par s a  r ic l iesse en c l io lcs t6ro l  dont 72 5 sorit sous forr:ie 

e s t é r i f i é e  e t  pa r  s a  composition cl1 p l ~ o s ~ ~ l i o l i p i d c s  c s s c i i t i e l -  

lentent rcprésen t 6 s  p a r  dcs  I é c i  t h i n c s  e t  des sp;iiri,~oxyéli12es 

e t  accessoi renent  pal- des  t r a c e s  de l y s o l d c i t h i n e ,  de cardio-  

l i p i d e  e t  de phospliatidy1.-é th'anolaminc. 

La scu lc  d i f f d r e n c e  i~npor tan te  por t e  s u r  les glycCrides p a r t i e l  

q u i  sont  p l u s  nbondmts dGms l a  Lp(a)  que dans l e s  LDL. 

Le t ab leau  17 page 169 htablri t  une conpuruisoil 

e n t r e  c e t t e  composition l i p i d i q u e  e t  c e l l e  obtenue p u r  d r ? - ~ ~ t r c s  

a u t e u r s  pour d i f f é r e n t e s  p répara t ions  de ~ ~ ( a ) ,  Les cornposï- 

t i o n s  sont t r b s  proches ; l a  s e u l e  diff'Crcncc por tc  s u r  l a  

teneilr  en g lycdr ides  p a r t i e l s  q u i  e s t  p lus  f o r t c  d,ws n o t r e  

é tude ,  probal>lcmcnt 5 cause de  l a  t r ig lycér id&tni  e subllorrnale 

* constarmncnt re t rouvée  chez n o t r e  p a t i e n t .  



POU.'? L2 20: ITi:C)T*: DL 1,+? I'C',::tTF-C!.,SIO;I 
- I I - - -U I - - - I -Y I - - -Y - - - -^  

)I 

u - 
anti -Lpa  anti - L D L  

F, ,  : Lpa 



n Evcrlués cl1 i n o l e s  clc 1 6 c i t l r i n e  e t  de sphingomy6liiic y ~ i i  

rcpi-6sci-iter-i-L pli-1s de 85 $ d u  pliospl-iorc l i p i d i q u e  total, 

T ~ X P E D U S  ( i n o ~ c  5 : )  

Es bers  dc cliolc.st t :rol  

Cliolcs térol l ibr : .  

T r i  g l y c  d r i d c  s 

blofio e t  D i ~ l y c é r i d c s  

P h o s ~ ~ h o l i ~ ~ i d c  s 

RliPPORTS î.IOL,FIRES 

Estcrç dc  c h o l c ç t 6 r o l  

Cholestérol l i b r e  

I,dc i. t h i n c  

Splrii~gomyél iiic 

T r i g l y c é r i d e s  

G l y c d r i d c s  s ~ r  t i e l s  

----- 
1 O 0  

----- 
1 O 0  



5 l 
I-! I 
F! 1 
F.2 l 
L i  I 
b.4 I 
t-i I 



011 r e t r o r ~ v e  XLL i l i  VCS;L:I ~ l r : ~  ; rc iCes coi? si;.i tu t - i .  irs 

de In léc.i.t!liizo, de:; s t;6ritIeç e t  des 1 ; ~ i g 1  ~ - c C . l - i c l c s  ( t;ibSe;i:~ 

18 p:gc 171 ) L c s  an,- . lagj .es  d e  co*::lo:itio~!s c i~ t rc .  I,DT, c i  

~ ~ ( a )  k 1 . L ~  ~-i.cp::i.!~é~it ~ - ; i ~ j i > c > ~ . t L , i ;  p:,r IC:"?L1,?32i:G c t ~ 0 1 1 .  ( 1 0 9 ) .  

Les s-ti:ricleç soli t r'i cl ir ts F:I S C ~ ~ C S  ~ I ' L ~ S  p ~ L j - i i l : i ; c t , ~ r &  I I ~ ) ~ Z - B ~ - -  

n ~ é l ~ t  clî aci-clc: l i ; l n 1 2 i c l ? x e  (18  : 2 )  ; a72 n i v e a u  CICS t l - i ~ l . j ' c d r i -  

des  on rc t ro i lve  , co;r~:ric ;?ci dt s gras :r!r?j c ~ ! ~ T s ,  1 c\ii> a!:id~>s ? ) r l l ~ ~ i i -  

t i q r ~ c  (46  : O ) ,  1 :  ( 1  : 3 )  CL linol4ici11c\ (1; : 2 )  ; I c s  

l é c i  lh incs  olrt L I J I ~  coi-iyui;i.tioil clnssicliie al-ec u11 f o r t  po;l.- 

cc~zts;.e cd ~;xc.ir!es ,y:.~s 1 olz:;s irr:;ri LUYGS (C 20 : 4), 

La cornposi tien ,-Sucidiclric ( t;nLîlc,îu 19 paxc 172 ) 

de cct; tc ~ ~ > ( a )  i sol6c chez 1111 s e u l  si1Jct c iysl ipol~l-o- t ;Lin~si iqire  

e s t  .mnlo;rue c c l l e  obtcnuc par ST'IOIJS à pcsrtir  cllun ci6l.niige 

de sC!ru~ris (177) .  L l l c  c s t  t r 8 s  d i f f 6 r e n t e  de c c l l c  d e s  LDL 

e t  contient;  cllvirorl s e p t  f o i s  plils d ' ;~c idcç  s i n l i q u c s  ci; deus 

f o i s  p lus  d licxoses par n i i l  ligramrne dc pro téinc?. 

Lfnppr6c ia t ion  des Iiexosarnincç n ' a  pu 8 t r c  f a i t e  : 

peii de mrxt&ri.cl dd l ip id6  &tait-  à n o t r e  dis l~oçi i ; ior ,  c t  ].es coridi- 

tion:; dfhydrol.yse trcansforinCant l e s  o s a : ~ i n e s  l î 6 c s  en osaniines 

l i b r e s  dosées colorim6triquerilent étaient à d é f i i i i r .  

Ln mise en p lacc  de l a  copule g luc id iyuc  d e s  l ipopro-  

t é i n e s  s'effectue essen t i e l l ement  dans l ' a p p a r e i l  de GOLGI au 

niveau c e l l u l a i r e  e t  l e s  gl i ic ides  ajolut6s, en p a r t i c u l i e r  l e s  

a c i d e s  s i a l i q u e s ,  pcuvent jouer  LUI r 6 l e  dans l e s  m6cmismes 

de s é c r 6 t i o n  dcs  l ipopro té incs .  La trzs grandc r i c h c s s c  en 

ac ides  s i a l i q u e s  de l a  Lp(a) i s o l é e  & p a r t i r  du plasma du 

s u j e t  é t u d i é  pouvai t  suggérer  une ,anomalie de s a  coi;iposition 

glucidiqiic.  C e t t e  lrypotlièse ne peut % t r e  re tenue  puisque nous 

trouvons des compositions g luc id iques  canalogues c e l l e s  rap- 

p o r t é e s  pa r  d ' a u t r e s  au teurs  (177).  



1f4 : O 

16  : O 

16 : 1 

1 8  : O 

I S  : 1 

1 8  : 2 

20 : 4 

PC : phosphatidyl-choline 

CE : e s t e r s  dc ciiolest6ro~ 
l 

TG : triglycérides Cr:,-?X 
/ 

.-- 
A 

1 

T G P U 

LI> ( ;:) 

1 , s  

2Ss3  

316 

692 

48,G 

1 0 , 9  

094 

C Z 

LI> ( :L) 

2,4 

26,s 

2 , 2  

1'710 

2497 

1999 

8 , O  

LJJL 

2 , O  

24,s 

8 ,  '1 

6 , 3  

51 97 

6,E; 

0 $ 3  

L:7(:1) 

2 , 3  

10 ,6  

496 

1 , 5  

3796 

41 , S  

1 ,O 

LOL 

1 ,O 

2 7 , 7  

096 

13,O 

25,O 

1 9 , 2  

795 

1-,DL 

2 , 8  

1 1 , 2  

5 , 7  

0,!3 

3499 

42, S 

197 



r 

iJ/int; clc p r o t 6 i . n ~  

I Icsoses  

Acidcs sialiques 

Total 

A : préscnt t r a v z l l  

B : SIEIONS e t  coll. (177) 

LUL 

3.3 

5496 

IO,& 

65 

~ 1 4 3 )  

L L 

127 

70 

137 

B 

108 

6 5  

1 74 



212. i!n::i .~~liodiîfus:ios~, 1.a ~ p ( r * )  'r6akri:k A 1.2 fois 2 v - e ~  

l . t i i i i ; i i i~sCï~~ii~ ~ i l ? $ ï - ~ ~ , ( ; : )  et avec I9iiiIciii;i:~6si~:!i r*ilbi-Lï)L, CC! C ; U ~  

iilontr..e que s;r coip:il:: I)ro t P i ( 4 i i c  c?:; t; Ilri..i;&l-.o;-;.I'!i~c. 3r! ::i?ccntç 

tl-n.v:it~::: ( 6 1 ) ( 192 ) 01; t i;loli t ï 'd yi! rs c r - t ; t c :  coptilc j>o.:~vai  k , ;.i;)s-L s 

p u r i f  .c:it.iioi~ de 1.;; L ~ > ( : L )  > s c  di.ssoc.ic:r r,u c0:::rs d e  3 c < > ~ . s c ~ ? -  

__s CO~:~;JOS~~I~:~;S : ~ ~ ~ i ? . i . ' c > ~ ~ . ~ i l l ~  u (65 ::), va-Li«~-j. ,i O 0  C cl; Lr-o-i 

~ & ~ t . ~ ~ ~ ~ ~ ~ l b . ~ ~ j i ~ i ~ ~ ~  (15 ><r) eL c ~ ~ , o ~ > I ~ o ~ c ~ ~ . I L c z  L l ~ ( ; i )  ( 2 ~  ',:)* 

c t  dlrryo-3, 2 L l e  ï.iitlicluf: en oiitro la pr&i,clrce dc deux ~ L I L J - C S  

131'0 ~ ~ L I L C L ;  : 1 ~ I ~ J Z C  lnuje :rc clc poids i:iolc':culaii.~ voisirl dc 

35 0 0 0 ,  1 . g  a u t r e  ::iiiic.~ire, h peiile v iç i l> le  sur l c t  c l i c h 6 ,  dc: 

poids 111016culairc voisil1 dc 31 030 .  I , t~ule  d t e L l t r c  e l l_es  0x1 

l e s  deus yourraic~i l t  corrcspoiidre >i 1 ' a20- lp(a)  . 
La mise cl1 oeuvre dc l a  raéthode de pilr i f icat2oi i  cpe 

nous proposons d e v r a i t  iious permettra d a n s  uil proclie nvci?i.i- 

d t  ob-tenir  unc: q u a i t i t 4  cle ~ ~ ( a )  s u f f i s a n t e  pour é t u d i c r  plris 

avant  l a  coniyosition pro té iyuc de c e t t e  l ipopro  tdine.  

3; Obtention d'un ii~ini~uiséruri~ a . n t i - n p o - ~ ~ ( a )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
D i s p o s a ~ ~ t  d'imc f r a c t i o n  p u r i f i é e  clc ~ ~ ( a ) ,  il nous 

a seiilbl8 intéressant ;  de l t u t i l i s c r  pour l a  pr6parül;iom clf1-uz 

iinmuns6rurn s p é c i î i q u e  , c e c i  dans l e  but  d  e î f e c  tuc r  e n s u i t e  

un dosagc i~ru:runologique de c e  ktc l i p o p r o t é i n e ,  Pour l a  prGpa- 

r a t i o n  de c e t  ii!li.iwis8r~in, ime p a r t i e  de l a  î r a c t i o n  de d e n s i t é  

1,006 - 1,063 qu i  c o n t i c n t  des LDL e t  de l a  ~ ~ ( a ) ,  e s t  collccn- 

t r é e  de façon ?i o b t e n i r  1 m g  de p ro t4 ines  dans un volume de 

1 m l .  Après d i a l y s e  con t re  du s é r u m  physiologique,  on ajos.te 

une p a r t  égale  d 'ad juvant  cornplet de FREUND c o l ~ t e n a n t  2 , 5  m g  

de Nycobactér iui~~ butyricuiii e t  on i n j c c t c  à l ' an imal .  Le l a p i n  

est a i n s i  iminimis6 p a r  40 i n j e c t i o n s  ilitraderi:iiqucs de 50 P1 



F I G U R E  34 
* .* . . . ** . *  

ELECTROPIIORESE SUR GEL DE POLYACRYLIPIIDZ-SDS DE W LP ( a) ........................................................ 
I S O L E E  PAR ELECTI'IOPIIORESE P L X E P A X ~ T I V E  POUR L 'ANALYS3 

- - - - - - - - 

QUALITATIVZ DE SA COPULE PROTEIQUE .................................. 

tube A : albumine pure 

tube B : apo- B pure 

tube C : Lp a délipidée 

u : apo- Lpa ? 

b: apo- Lpa? 

C:  apo- B 

d: a l  burnine 



Les p:r61&\~ell~c;i-t;s de r;;rng sont  clfcctisés 1.' o r c i l l e  ; 

1.r; l>rei;i5.22re .su:igr+&e c s t  pr:~.,-tiquCc - c r o i s  s ; c i i ~ a i ~ ~ c s  z ~ p r c s  ï ' i i i l - -  

r?uni.s;*i;i.oir, l e s  ; l~ i - t ;~cs  O:] t; l i  ea 5 15 j o u r s  i l '  l.i1.Ler.ir;.!lIcse 

Da.ils toi's 1 . c ~  cas,  l e  s 6 r u i a  i-ecuci.ll:i ap;-:?s ccn.tr:il-r?g:-t-t;ior? 

e s t  p 1 ' é ~ e r v Z  di3 t o ~ l t c  colltrli!iin:i t,7_011 : . i . i e r o b i ~ ~ i ~ ~ e  p;ir ? G d  i L j  01% 

d1nzotu,-c de çodiur,~ à 1 O / , ,  (p /v ) .  L e s  aziLi.coï-LIS no:~  çpée i -  

f iqucs  s o n t  ::'uso-i-bCs pa r  il~cut>iitioi-i dc 1' iiiimi~~:c;c~rui.i 5 '?.?O C , 
pendan L 2 hcuscs  , avec di1 s & r i r r n  t o  b a l .  1~~z;iniri prC'a L c ~ l ~ l  e::rcir t 

pl16rlotypC L ~ ~ ( : L - )  p a r  ii:~;auxiociiffilsjoiz e t  &Icc  t.roplio~-;.SC ( 194 ) , 
p u i s  mnintieii à 40 C pci-id:uzt 1 1 l ; x i t  ; c c c t e  absorpt ioi l  

a  pour bi~k dt6lirnii lcr  1;i. s p é c i f i c i t 6  aizti apo-I3 e t  a l t i - a l b u -  

mille. Unc c e n t r i f u g a t i o n  de 1 0 ni-iriutes à 1 600 g- ppcrriic t eizsui t e  

d'éliinillei- l e s  C O I : I ~ ~ ~ S C S  antiGGne-antico-rps rion s ;~éc iÂic~~res  

q u i  sédimcnteiit  ; lc surna@e;rrit; q u i  rcrifer:ne l e s  a n t i c o r p s  

s p é c i f i y u e s  e s t  gardé - 200 C j u s q u ' i  ~ ~ t i l i s ~ t i o n .  

Ltiniinuiîsérrim a i n s i  p r épa ré  e s t  t e s t é  par  iniiiiuno- 

d i f f ~ i s i o n  c o n t r e  u n e  f r a c t i o n  pure  de LIIL i s o l d e  cri 111 t racen-  

t r i fugat- ioi i  e t  coritrc des  sérums ténoiizs ~ ~ ( a + )  e t  L ~ I ( ~ - ) .  

Les r é a c t i o n s  son t  appréc i4es  au bout  de 4.8 heures  ; 

e l l e s  sont  c o i ~ i p a r ~ c s  à c e l l e s  obtenues avec un i~nniunsérilrn coiznu 

e t  s p é c i f  icluc 'anti-apo Lp(ri) ( f  oilriii par  l e  Doc tcur  UI/'EST2IN, 

C N T S  PARIS  ) . 

L a  f i g u r c  3 5  (page 176 ) f a i t  é t a t  de nos r é s u l t a t s .  

L~imliuiisdrum a l t i - a p o  I > ~ ( C L )  obtenu p2r imi!timisatioiz 

du l a p i n  e s t  s p & c i f i q i ~ c  ; il donnc un c r c  de p r é ~ i p i t ~ t i o i l  avec 



I s R . ISL  , I S R  rst 
O 

' 

J 5  . 
ST + 

- -- 
sr- 

ISR: IMMUNSERUM DE REFERENCE 

ISL : IMMUNSERUM DE LAPIN 

Lame 1 

Lame 2 

ST+: SERUM TEMOIN Lpa + l 
ST-: SERUM TEMOIN Lpo - 1 



. le s -15 di;loi.;l LI>( ;:-!-) ( .1 aini: 7 ) Ir!:ii. s 2i:cly,-1. ;ivec c: c<l-u!.i 

t6nioi.n pl-~.&~li?oty~.;$ l.p( a-) , p a r  di . f i i~ .ç : io i~,  coil.brtt l t in-tlur2s&-~~1,1 

NOUS :xvoils u t i l i ç 6  I I  ii:iiiiir;ls<riit;l s13Gcifi qiie n n t i -  l 
apo ~ ~ ( s ) ,  ainsi. p r 6 ~ z r i ' ,  poilr IC dosage c1.e 1 a ~ ~ ( a )  dc711s 1~ i 
plasma p;3r iixnuilo6 t e c  t rop :~or&sc  r ~ ~ ~ i ~ ~ d l ! ~ c . n s i o i u i c S . l e  selon l n  1 

Le pri i ic ipe de cc  dosage e s t  l e  su ivant  : l t a z t i $ ~ n ~  

(131:is:n~ L ~ ( Z ~ + )  ) e s t  soaiiiis A ~ m c  dlec trop!lorhsc: da i l s  1,111 gel 

d 'agarose  contcila-nt 1 ' ~ j ï t i c o r p s  sp6ciPique du conç t i tu2n  t  a 
dose r  ( l t n s o - ~ p ( a ) )  ., Il. y a forrïiation d ' u i  p i c  de p r6c ip i  tatio:l 

ou " rocket"  dont 13 l l a ~ l t e u ~  e s t  r c p r é s c n t a t l v e  de 1û quLulti  t é  

d l a p o - ~ p ( t i ) .  LTilc droit ;c dtétalonn;l,-c per~nct  de c o n v e r t i r  c c t t o  

hau teur  cn poids de 1ipoyrotSine ; e l l e  e s t  é t a b l i e  cil incor-  

p o r a i t  des quar l t i tés  croisscantcs  de ~ ~ ( a )  rli un s6rur:i c l io is i  

a rb i t ra i rcmcnt ;  ~ ~ ( n - )  c t  en report'ui t l e  ca r r4  de l a  ha-iitciir 

des  " r o c l ~ c  t su  yu1 i l s  cioimcizt en inii~iwloélcc trop11or&sc en f  oizc- 

t i o n  dc c e s  taux. 

Nous f e r o n s  p l u s i e u r s  reIiiarques & propos de cci;Le 

méthode de dosûgc dc l a  ~ ~ ( a )  (1 9 4 )  : 

- qumid e l l e  e s t  i s o i d e ,  la mol6cule cle ~ ~ ( 2 )  e s t  i i ~ s t û b l c .  Il 1 
f a u t  donc 11illcorporer rapidetrient à un s&rw pour c a l i b r c r  

l e s  s t a ~ d t i r d s  d lé t a lo i l i~age ,  Ceux'-ci s e  coilscrvent - 20° C 



e t  d o i ~ t ~ r n  t a l o r s  clcs ! L ~ U  t r ' t i ~ s  d,, " I'OC:;O~.CJ." P C ~ J T O C Z I L C  t i  111 

pcnd,:~ï t  c y u c . l c l i ~ ( ~ s  sc rnüi r~cs  ; 

, , - l a  coi:r:en-t:rntioît cii  ci.) c ! s t  d i ; t~ r~ i : i . . i ?c~  a pxrt.ir d-ir c ~ ~ i . ' ~ i &  

CICL; ~ ~ U L I ~ ~ ; C L I T ' S  d e s  ~1-oclcc. .ks! '  ; 

- 1 f Cïec.t~-.oi: : i! :~~xilodj . :f î~~s:io~l CIO?. i; G t r e  prJf t i r6c  r\L .If iiii1::t7-ilodiâ- 

f u s i o i ~  .r::bd-lale se lon .  ;2iTu'CIXI ( 1  31 , 194 ) -:ri c f f c t ,  l a  iiizsçc 
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I.ipoprotc'?:i.:le d.iîf.~:.sr: -L;rbs lcl~tcr::c.n-t c l a i . : ;  I ' ' :~t;~i-osc:,  Lcs c1i.u- 

1116I;rcs d e s  ;I~I~C;II , I ,Z de 1)r4cip:i.ta-l::i.on s o n t  d o r ~ c  p e t i t s  c t  il 

e s t  di.ffic:j : . lc dc  l e s  d i f f é r c r i c f i e r  d e n  aorics (1.e d i . f fus ion .  clucs 

& 12  concen t r s . t i . o r~ ,  

La mise  a u  p o i n t  de c e t  Lo t116tllodc n o u s  a ;3ci'1:1is de  

d é t e r m i i l c r  l a  c o l ~ c e l ~ t r a t i o ~ i  ciî. L ~ ( C I )  du  plasma qui n v s i t  sc r -  

v i  à son i ço le rncn t ,  Xoilç nvoi-iç 1x1 aiilsi c o i i s t n t e r  cluc cc. s u j e t  

(I)TJD.. , 1:ocer) poss6clai-t une q u a r ~ t i t b  tr&s i m p o r t a n t e  clc ~ p ( a )  

dans son s4 ru in  e s t i1n4e  & 2,50 g p a r  l i t r e ,  c ' c s t - & - d i r e  tr&ç 

l o i n  d e s  v a l e u r s  i~inxiiii::l.cs r c p p o r t & c s  clans 15 l i t t 6 r a t u r e  

( 6 ) *  

NOUS avoiis pu, cil oi~trc, e f f e c t i i e r  c c  dosage  dails 

l e  plasma d c  l a  f i l l e  e t  d a n s  c c l - u i  de I . t61~ouse de c c  p a t i e n t .  

A l o r s  que l a  ~ n b r c  n c  possède  yuc d e s  t r a c e s  non dos r tb lcs  dc 

~ ~ ( a )  d a n s  son p lasma ,  la f i l l e  e n  possLde Cgalcaiei~t  Lure con- 

c e n t r a t i o n  trCs d l e v é e  ( 1 , 1 7  g p a r  l i t r e ) ,  

C e t t e  o b s e r v a t i o n  constitue, à n o t r e  c o m i a i s s ~ a n c c ,  

l a  p r e m i è r c  o b s e r v a t i o n  niondinle d c  1 'hyper   ci) p r i t n i  t i v e  

e t  s o u l è v e  l e  problLme d u  c a r a c t 5 r e  h d r é d i t a i r e  de l a  t r a n s -  

m i s s i o n  d e  l t  anomal ie .  



Eous prssc i î  tons  urîr: ilo;l\rcl.le t c c l x ~ i q - i ~ e  cl'C1.e~ tro- 

plrorLsc p~-&p,zrni;i\-c clc s l i l~o?z-o t é i  nc:; pla.-~acit-i-ques. 

E l l e  c s  t çirilplc e t  s ' o l ~ p û s c  aux c L u t r c s  in6thodolo;;i e s  

g6ii&ral-emcilC lon,o;ilcs e t  coinpleses qu i ,  b i e ; l ~  souvel l t ,  n e  

f o u r n i ç s o i z t  quc d e s  p-sdparr~t io izs  i~~ ip . ; c~cs  c t  d6naturc' :es.  

- ?i l a  s 6 p a r a t i o n  des LDL c t  d e s  l!DL à p a r t i r  du 1 
p lasma  t o t a l ,  

- à l a  p u r i f i c a t i o n  de  l a  ~ ~ ( 2 )  lipoi>rotdi11c: 5 p a r k i r  

d 9 u i i e  f r a c t i o i i  dc l i p o p r o t é i i i c  l a  con.teizriiit e t  p r é a l a b l e i n e i ~ t  

i s o l é c  p a r  u l l r a c e n t r i f u g û t i o n  dc f l o t t a t i o n .  

Nous  p r é s e n t o n s  en o u t r e  l a  composi t ior i  ch i in icpc  

partielle d e  l a  ~ ~ ( a )  e t  l a  préprr r r i t ion  d t ~ u l  inmunç6rum spé-  

c i f i q u e  qui i ious permet  l e  dosnge  clans l e  plasina. Xnfirz, 

c e t  i so lcc ie i i t  n o u s  f o u i m i t  l e  m a t 6 r i c l  d e  b a s e  p o u r  1 ' 6 t u d e  

d t ~ r n c  p r o t é i n e  p a r t i c u l i & r e  s p é c i f i q u e  d c  l a  ~ p ( a )  e t  e n c o r e  

t o  t a l e rncn t  inconnue.  



C O N C L U S I O N  

J 
' . 



ig D a n s  wl cie~isi&:iic tcinps, i l o i ~ s  rio.1 s so!:i:;zcs a t;t:ich<;c, 

au prob3 t,rnc de l a  p u r i  f i c a t i o n  d e s  l i p o y ~ r o t c ' : i ~ ~ r ç .  

La misc  nu p o i n t  ~ ~ I I J I .  ap13;lrei.l d t  d l c c  trophor:' , .sc prGpttl-r*tî.ire 

en  ,-cl de polyac~~yl.:i!:iiclc. n o x s  ;I p c i r i n i s  d t i s u L e r  l z s  LDL, l e s  

HDI, c t  1.3 l i p o p r o t & i ~ l e  ~ p ( c , ) .  

D t  i m p l i c  c t t i o ~ ~  ~ ~ a t l r o l o ~ i c j u e  e n c o r e  tot;-ilc~.~c.:it j lico~î:l~_ic , la. 

l i p o p r o  t;&i.i~c ~ ~ ( a )  s u s c  i t e  nc t u c l l c r i l e ~ i t  de t r b s  i ioii ibrc:?~ 

t r a v z u x ,  Son o b t e n t i o n  & l té t :1t  puri .SiC rious a p c r m i s  de f a i r e  

l V é t ü d c  p a r t i c l l c  dc sa cot i iposi t ion clli~xi.yuc ct de p r 6 p z r e r  

uri j inmu~ls&runi s p 4 c i l ' i y u e  ar:ti-zipo L ~ > (  a )  . Urie  rn6 t1iori.e dc  dosage  

iminunologicluc dc c c t t e  l i p o p i - o t é i n e  p n r  Slectroii~:i?!uriodiffusion 

a a l o r s  é t 6  misc au p o i n t ,  BI l t u p p l i q u u n t  à 1 t G t u d e  d e s  su-  

j e t s  d y s l i p o p r o t ~ i n d m i q u c s  d e  l a  C o r i s u l t a t i o n  d e s  P l ~ l u d i c s  

El6 tabol iques  du P r o f c s s e u i -  JAILLXRD, iious arroiis pu mc t t r e  cn 

év ide l i ce  pour  l a  prc.r i i&rc f o i s  l t  e x i s t e n c e  dluric h y p e r  ~ ~ ( a )  

l i p o l i r o t 6 i n é m i z  c t  s o u l r v c r  l a  p o s s i b i l j . t d  d ' u n e  t r ; l r i smiss ion  

h é r é d i t a i r e  de c e t t e  a f f e c t i o n .  
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A P P E N D I C E  T E C H N I Q U E  
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PRINCIPE 

On fractionne par adsorption selon leur polarité, les 

mélanges de lipides principalement en classe de composés. 

Le processus d'adsorption s'explique par le faible degré 
d'hydratation de l'adsorbant : gel de s-ilice. 

On utilise des plaques de verre sur lesquelles on fait 

couler l'adsorbant additionné d'un solvant fixe : l'eau. 

REACTIFS 

1) SOLVANTS CLASSES PAR FORCE D'ELUTION CROISSANTE ............................................... 
Ether de Pétrole, 

Chloroforme, 

Ether Ethylique, 

Méthanol, 

Eau. 
L'addition dlaciae acétique augmente considérablement 

la force dt61ution. ' 

Le choix des solvants est fait en fonction des fraction- 
nements recherchés. 



3) IODE ---- 

1) PLAQUES DE 20 x 20 mm ..................... 
- dégraisser il l ' é ther  ethylique ; 
- mélanger dans un mortier : 

. Gel de s i l i c e  G . 45 g 

(KIEÇELGEL G)  

. Eau d i s t i l l ée  8 4  m l  
- verser l e  melange bien homogène dans l 'é ta leur  

automatique CAMAG ; 

- la isser  sécher les  plaques a l ' a i r .  
A. 

2 )  CWES DE DEVELOPPEMENT .EN VERRE ............................... 
- appliquer s u r  l es  3 faces internes de l a  cuve, 

des bandas de papier Whatian n' 3, pr&alablement 
trempées dans l 'éluant ; 

- introduire l e  solvant approprie s o i t  environ 
200 m l  ; 

- l a i sser  1'Bquilibre s ' é t ab l i r  e t  au bout de 
10 b 15 mn, commencer a développer. 

- r8activer des plaques 10 gan B 110' ; 

- tracer au crayon, s u r  l a  plaque : 2 s i l lons  - 

Latéraux extrêmes pour éviter  les  effe ts  de 

Pistorsion e t  un 21 l a  par t ie  supérieure de l a  

plaque. 



DEP ûl! 

SOLVANT 

REVELAT ION 

ELUTION 

LIPIDES APOLAIRES LIPIDES POLAIRES 

à 1,5 c m  du bord in fér ieur  de l a  plaaue 
à l ' a i d e  d'une seringue HAMILTON 

Ether de pétrole 180ml- C'hlorofornrr 115 ml 

Etheret&ïQue 2ûmï Méthanol 45 ml 

~~ pur 2 m l  - 
7 N 7,5 ml 

w 

Rhodamine 6 G : taches f luorescentes  
sous. rayonnement u l t r a - v i o l e t  à 360 nm 

Iode : taches brunes 

Reperage des taches  

Grattage du g e l  correspondant 
Eluer les l i p i d e s  dans un mélange 
d'extract ion c h o i s i .  

v J 



DOSAGE DES PHOSPHOLIPIDES 

d'  après RAHEJA et Col1 . ( 152) 

(1973) - Journal of Lipid Research. 14, 695. 

L e s  phospholipides sont dosés sans minéralisation. 

REACT IFS 

. Solution A : ...***.... 

Dissoudre 16 g de molybdate -'ammonium dan 

120 m l  d'eau. 

. Solution B : .**....... 
Prglever . 80  ru1 de l a  so lut ion  A ,  a jouter 4 

d' HC1 concentré et 10 m i  de mercure. 

Agiter pendant 30 mn et f i l t r e r .  



. Solut ion  C : ........... 
Mélanger 200 m l  dVH2SOq concentré  au reste de  l a  

s o l u t i o n  A et a j o u t e r  le mélange B l a  s o l u t i o n  B. . . 

. Solut ion  chromogène proprement d i t  : .................................. 
Pré leve r  25 m l  de  s o l u t i o n  C ,  a j o u t e r  45 m l  de  

méthanol, 5 m l  de  chloroforme 'e t  20  m l  d 'eau .  

METHODE 

Après f r a c t i o n  s u r  g e l  de  s i l i c e  e t  r é v é l a t i o n  pa r  l ' i o d e ,  
les f r a c t i o n s  phospholipidiques s o n t  g r a t t é e s  e t  é luées  p a r  ag i -  
t a t i o n  avec 5 m l  de  chloroforme, 5 m l  de  methanol. AprGs dépha- 
sage  pa r  a d d i t i o n  de  4,5 m l  d 'eau,  l a  phase i n f é r i e u r e  chlorofor-  

mique e s t  récupérée e t  évaporée sous azote .  

L e  r é s i d u  sec est r e p r i s  p a r  0 , 4  m l  de  chloroforme e t  

u , ~  m l  de  s o l u t i o n  chromogène. L e  mélange est p o r t é  85 secondes 
au  bain-marie b o u i l l a n t  e t  après  .10 mn de ref ro id issement  a tem- 

p é r a t u r e  ambiante, 5 m l  de chloroforme s o n t  a j o u t é s .  Après a g i t a -  
t i o n  e t  repos  de  30 mn, l a  l e c t u r e  se f a i t  à 710 nm c o n t r e  un 
b l a n c  témoin. 

D e s  courbes d 'é talonnage r e l a t i v e s  aux d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  
de  phospholipides s o n t  é t a b l i e s  en  u t i l i s a n t  des  é t a l o n s  t r a i t é s  
dans l e s  m e m e s  condi t ions .  La t eneur  en phospholipides est  l u e  

C 

s u r  l a  d r o i t e  obtenue. L1&talonnage d o i t  étre e f f e c t u é  chaque 

fois que l ' o n  prépare  une nouvel le  s o l u t i o n  chromogène. 

Il e x i s t e  une r e l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l a  d e n s i t é  op t ique  
e t  l a  t eneur  en phosphore pour des  v a l e u r s  comprises e n t r e  1 e t  

10  ~g de phosphore l i p i d i q u e .  



Dû6AGE SIMULTANE DU CHOLESTEROL ET DES GLYCERIDES 

SUR AUTOANALYSEUR II 

d'après RUSH R. L. , LEON L. P., TURREL J. (161 ) 

Advances in autornated analysis technicon. 

Internation. Congress (1 97 0) 

1/ DOSAGE DES GLYCERIDES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

La méthode de dosage des glycérides au moyen de ltautoanalyseur II 

utilise la  &action : 

saponification oxydation 
GLYCERIDiES +- GLYCEROL - FORMAL- 

DEHYDE 

FORMALDEHYDE - 3,5, DIACETYL-1,4, DIHYDROLUTIDINE 

en présence : - d'acétate d'ammonium 
- d'acétylacétone. 

Lw glyc6rides des extraits lipidiques isopropanoliques sont saponifiés par 

la potaeee almlique, Le glyc6rol liMr4 eat oxyda en formdd6hyde par un 1 
dmtit periodique. Le folmaldéhyde est ensuite condense avec les ions ammo- 1 
nium et ltacétylacétone en 3,5, diachtyl-1,4 dihydmlutidine fluorescente. I 

AprBe excitation B 405 nm, ltintensit6 de la fluorescence est amreciée 1 



2/ DCBAGE BU CHOLESTEROL ........................................................ 

Les extraits lipidiques isopropanoliques sont introduits dans du réactif 

de LIEBERMAFIN, puis chauîf6s à 60" C dans un bain-marie ail s e  produit 

le développement de la réaction color6e. 

La coloration verte obtenue est lue ii 630 nm. 

1) REACTIF DE COLORATION DU CHOLESTEROL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - - - - - 
A 600 ml d'anhydride acétique, ajouter lentement 300 ml d'acide acétique glacu 

Refroidir à + 4°C et ajouter avec pr6caution 100 ml d'acide sulfurique pré- 
refroidi en melangeant constamment. 

Stocker a + 4' C dans une bouteille sombre. 

2) ISOPROPANOL A 99 % (MERCK 9634) - - - - - - - - - - - - - - -  
Il doit être exempt dvald6hyde. 

3) POTASSE 0,8 M. - - - - - - - - - - - -  
KOH 45 g. 

H20 distill6e qsp 1000 ml. 

4) REACTIF AU PElUODATE - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Dans une fiole jaugée de 1 litre : à 500 ml d'eau distilléie ajouter lentement 
115 ml d'acide acétique glacial. 

Dissoudre 5,4 g de periodate de sodium et compléter a 1 litre avec de l'eau 

distillée. 

5) REACTIF A L'ACETYLACETONE 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . A  

M6langer 25 ml d'isopropanol à 99 % et  7,5 ml d'acétylacétone. 



Les additionner à 500 ml d'acétate d'ammonium 2M ,amené 8. pH 6 avec de 
lvacide chlorhydrique ZN. 

Compléter à 1 litre avec l'acétate d'ammonium 2M de ,pH 6 et conserver 
en bouteille ambrée. 

Le réactif doit 6tre préparé chaque jour. 

6) MELANGE ABSORBANT 
- - . d - - - - - - - - - - - -  

Moudre 200 g de zéolite et la laisser sécher une nuit à 110" C. 

Après refroidissement, ajouter : 20 g de réactif de Lloyd 
I 20 g d'hydroxyde de calcium 

10 g de sulfate de cuivre. 

Mélanger par agitation. 

7) SOLUTIONS ETALONS - - - - - - - - - - - - - -  
Des solutions étalons combinées servant aux dosages simultanés du cholest6rol 

et des glycérides, sont pr6parées à partir d'une solution-mare de cholestérol 

dans ltisopropanol (à 5 g/i) et de solutions de trioléine dans llisopropanol conte- 

nant respectivement 50, 100, 150, 200, et 300 mg de trioléine pour 100 ml 



TRAITEMENT DES SERUMS 

Pipetter 0,5 ml de sérum dans 9,5 ml dtisopropanol B 99 %. 

Agiter au Vortex 30 secondes. 

Aj.outer 2 g de zéolite et agiter B nouveau 30 secondes au Vortex. 

Laisser déposer 30 minutes, en agifant toutes les 10 minutes. 

DOSAGE 

Le schéma de montage figure la page suivante. 

- pour le dosage des glyc4rides, établir la ligne de base sur l'eau 

puis sur lea réactifs afin de dépsster une fiuorescence parasite. 

- pour le dosage du cholestérol, la ligne de base est établie sur le 

réactif avec de l~isopropanol B la place de ltéchantillon. 

Dans les deux cas, l'expansion dt6chelle est faite sur l'étalon le plus 
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DOSAGE ENZYMATIQUE DU CHOLESTEROL LIBRE ET TOTAL 

EN FLUX CONTINU 

d'après FRUCHAR~ =, Col1.(77) 

(1976) - Clinica Chimica Acta. 63, 399. - 

Agrès dénaturation des lipoprotéines par l'hydroxypoly- 

bthoxydodécane, le cholestérol libre est transformé en A4- 
cholesténone par la cholestérol-oxydase en présence d'oxygène. 

Le peroxyde dlhydrogGne formé dans la reaction oxyde le methano1 , 

en formaldéhyde en présence de catalase et le formaldéhyde réagit 

avec 1 'acétylacétone et des ions ammonium pour former le 3,5- -'i %+- 
-V- , . . 
i 

diacgtyl-1,4-dihydrolutidine dosée fluorim6triquement. Le choles- 

t&rol total est dos4 selon le mOTme principe mais les sthrides sont 

hydrolysés au préalable par la cholestérol-estdrase. 

REACTIFS 

1) Tampon phosphate d'ammonium 0,6 M pH 7. 

Méthanol 1,7 M. 

Catalase > 700 U/ml. 

2) Acbtylacbtone 0,42 M. 

Méthanol 1,5 M. 

Hydroxypolyé thoxyaoaecane' L,,L o. 



5)' Gamme étalon de cholestérol en solution' aqueuse 

stabilisée (Préciset-Boehringer no 15.730). 

6 )  Solution de chlorure de sodium à 9 g/l. 

7) Solution de travail (à préparer extemporanément) . 
Pour le dosage du cholestérol total, elle est obtenue 

n mélangeant les réactifs 1, 2, 3 et 4 dans les pro- 

portions 100/5/0,4 (v/v/v/v) . 
Pour le dosage du cholestérol libre, la solution de travail 

est préparée de la même façon mais le réactif 3 est rempla- 

cé par de l'eau distillée. 

TECHNIQUE 

Les dosages sont réalisés à lrAutoanalyseur Technicon AAI 

(selon le schéma p . 1 95 1 . 

Le sérum ou les étalons dilués automatiquement avec du 
s6rum physiologique sont m6langés à la solution de travail conte- 

nant les deux enzymes. L'incubation est réalisée à 37O C dans un 

bain-marie 3 double bobine. La fluorescence de la lutidine formée 

est appréciée à 485 nrn apres excitation a 405 m. La cadence est 
de 40 dosages à l'heure avec un rapport temps de prélèvement/temps 

de rinçage de 2/1. La ligne de'base de l'qnregiatreur est réglée 
sur l'eau distillée.  expansion est faite sur l'étalon le plus 
concentré de la gamme choisie (4 g/l pour le cholestérol total, 
2 g/l pour le cholestérol libre) en amenant l'index de l'enregis- 
treur aux environs de la graduation 80 à lJaide du bouton d'expan- 

sion du fluorimètre. Dans ces conditions, les taux de cholestérol 

se déduisent de la courbe d'étalonnage après enregistrement auto- 
matique. 
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DOSAGE DU CHOLESTEROL TOTAL ET DU CHOLESTEROL LIBRE 

PLASMATIQUE PAR CHROMATOGRAPHIE GAZ LIQUIDE 

d '  après AMBERT e t  co l1  .( 7 )  

(1976) - ~ l i n i c a  Chimica Acta. - 68, 31. 

Apres ex t r ac t i on  des l i p i d e s  e t  deph?sage, l a  phase orga- 

nique contenant l e  cho l e s t é ro l  l i b r e  e s t  i n j e c t é e  dans une colonne 

de  v e r r e  contenant du Gas chrom Q 100/120 mesh imprégné de 3 % 

de phase apo l a i r e  O V 17. L a  sépara t ion  est  r e a l i s é e  à 260" C e t  

l a  dé t ec t i on  se f a i t  pa r  i on i s a t i on  de  flamme. Le p i c  correspon- 

dan t  au cho l e s t é ro l  est q u a n t i f i é  pa r  rappor t  au p i c  d 'un  é t a lon  

i n t e r n e  de cholestane.  

Le cho l e s t é ro l  t o t a l  est dosé se lon l e  même p r i nc ipe  mais 

l'es s t e r i d e s  s o n t  sapon i f i es  au p r éa l ab l e  pa r  l 'hydroxyde de 

tétraméthylammonium. 

APPAREILLAGE 

1 - Chromatographe équipé d'un dé tec teur  23 i o n i s a t i o n  e t  

couplé à un in t ég ra t eu r .  

I.- Colonne de  ve r r e  (longueur 0,75 m, diamstre i n t e r n e  

3,5 mm).  



3 - Seringues à injection d'une contenance . . de 25 ul. 

4 - Bain-marie réglé à 75' 6 .  
L 

REACTIFS 

1 - Acétate d'éthyle. 

4 - Isopropanol. 

5 - Methanol. 

6 - Chloroforme. 

7 - 5 a cholestane (Sigma). 
8 - Solution d'étalon interne : 

5 a cholestane............................~ 25 mg l ........ Ether éthylique ;....4.......... 1,25 ml 

Dissoudre puis compléter avec 

18isopropano1. ....q .S.P.................... 100 ml 

9 - Réactif d'extraction : 

Solution d'étalon interne................... 20 m l  

M é ~ a n o l . . . . . . . . . . . . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 ml 

10 - Rdactif d'extraction et de saponification : 

Solution d'étalon interne .........:........ 20 ml 

TMH a ao %................................: 5 ml 



11 - Choles té ro l  puriss ime (Baker conservé sous Argon). 

12 - Solut ion  d e  c h o l e s t é r o l  : 

. Solut ion  mére Zi 13 rnmol/l 

7hole~térol.........~..~..~.~~.~~.~+.... 502 mg 

tsopropanol . . . . .q. s,p..........,......... 100 m l  

. S o l u t i o n ' d e  t r a v a i l  à 1 , 3  mmol/l 

Solu t ion  mère... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 m l  
Isopropanol . . . . .q.  S.P..................... 50 m l  

13 - Prépara t ion  e t  conditionnement de  l a  colonne : 

Avant l e  remplissage,  l e  tube est rempli  de Glass-Treet 

(Touzart e t  Matignon), r i n c é  avec du méthanol e t  chauf- 

f é  à 100° C pendant une nui t . 'Après  m i s e  en p l a c e  de  l a  

phase s t a t i o n n a i r e  c o n s t i t u é e  de.Gas-Chrom Q 100/120 mesh 

imprégné de 3 % d'O V 17, les ex t rémi tés  du tube  son t  f e r -  

mges avec de  l a  l a i n e  de v e r r e  s i l a n i s é e .  

La  colonne est condi t ionnée 1 heure à 290' C s a n s  gaz 

vec teur  p u i s  deux jours  à 260° C avec gaz vec teur  (N2) . 

TECHNIQUE . 

- Dans des t u b e s  à c e n t r i f u g e r  de  15 m l  3 bouchage 

hermétique, mesurer : 



- 
Etalonnage Dosage 

C 5,2 nunol/l 10,4mmol/l" T o t a l  L ib re  
* 

Solu t ion  de c h o l e s t é r o l  
( m l )  

- % 1 ,3  mmol/l 1 - - - 
- Z i 2 , 6 m l / l  - - 1 - - 

. 
Evaporer Zi s e c  

- 

Eau d i s t i l l é e  ( m l )  0,25 0,25 - - 
Sérum ou plasma ( m l )  - - 0,25 0,25 

Rgact i f  d ' e x t r a c t i o n  e t  1 1 1 - 
de s a p o n i f i c a t i o n  ( m l )  

R6act i f  d ' e x t r a c t i o n  - - - 1 
( m l )  

: f a c u l t a t i f  

Agi ter  pendant 10 secondes. 

P l a c e r  3 75' C pendant 20 m. Ref ro id i r .  

Dans. chaque t u b e  mesurer : a c é t a t e  d ' é t h y l e  : 1,5  m l  
eau d i s t i l l g e  : 3,5 m l  

Agiter, .  c e n t r i f u g e r  pendant 5  rnn a 1000 xg. R e c u e i l l i r  

l e  surnageant  p r ê t  a être i n j e c t é  dans l ' a p p a r e i l .  

- Les cond i t ions  de  l a  chromatographie s o n t  les s u i v a n t e s  : 

T e m g r a t u r e  de  colonne : 260' C 

Température de  l ' i n j e c t e u r  : 290' C 

Température du d é t e c t a u r  : 300° C 

Débit  d'hydrogène : 4 5  ml/m 
DCSbit d ' a i r  : 600 ml/mn 

At ténuat ion  : 100x2 

Volume i n j e c t é  : 3 v 1  



CALCUL 

C 

Sur l e  chromatogramme, apr6s  l a  réponse du d é t e c t e u r  au 

s o l v a n t ,  appara i s sen t  successivement l e  p i c  de choles tane  e t  c e l u  

du c h o l e s t é r o l  en d e r n i e r  1 0  à 15 minutes après  l ' i n j e c t i o n .  

E t a b l i r  l e  r appor t  : 

R = Surface du p ic  de c h o l e s t é r o l  (1,3 umol) 
Surface du p i c  de ch$y.$?,ne+ ,,, . 

d d r  v:b, ry,;:, ";+&,-;;:.J , ,: " 3 3.4 i 
Y,. 1" r? 

4*,z,, ,:t,, -qk, a$ "yi i 
$11.~ p 1. - , u ,  w- y!{- y9$v; <",,,;', :3<(cwT; 

, $~,&;9'.' &$<C&?&& ,;t7 $,&&&? 
L e s  concent ra t ions  m o l a i r e s  en c h o ~ e s t é r o ~  t o t a l  et l i b r e  

kont  obtenues se lon  les f o r n u l e s  : 

i '  

ax>lestéml taénl (en ml/l) = 
Surface du pic uholestane 

Surface du pic cholestérol l ibre  
 lestém ml l ibre  (en mrol/l) = 

Surface du pic cholestane 



APPLICATION DE LA PRECIPITATION SELECTIVE DES LIPOPROTEINES 

PAR LES POLYANIONS ET DETERGENTS A 'LA QUANTIFICATION 

DES LDL ET HDL PLASMATIQUES 

d ' ap rès  b r i e  adap ta t ion  par  WILSON e t  SPIGER 

de  l a  méthode de  FREDRICKSON e t  co11.(204) 

(1973) - J. Lab. Cl in .  Mea. 82 ,  473. - 

PRINCIPE 

Apriss fractionnement des  l ipopro t6 ineç  pa r  deux é t a p e s  de 

p r é c i p i t a t i o n ,  l e  choles té?ro l .de  chaque f r a c t i o n  est dosé. A par- 

t ir des  v a l e u r s  obtenues,  l e  t aux  de  c h o l e s t é r o l  contenu dans les 
HDL et les LDL est c a l c u l é .  

- Le p r i n c i p e  de l a  p r é c ~ p ~ r a r + o n  est rbsume aans le 

schéma 1 (p.202 ) .  

- Le dosage du c h o l e s t é r o l  est e f f e c t u é  pa r  chromatographie 

aaz- l iquide  (appendice technique,  p.  196 . 



PLASMA 

P r é c i p i t a t i o n  p a r  l ' h é p a r i n e  P r é c i p i t a t i o n  des' VLDL 

e t  l e  ch lo ru re  de manganèse p a r  l e  SDS 
des LDL e t  des  VLDL 

Recuei l  du surnageant  

apres  c e n t r i f u g a t i o n  

e t  dosage du c h o l e s t é r o l  

C (HDL) = C3 

C3 = C (HDL) 

Cl - C3 = C (LDL) 

Recuei l  du sous-nageant 

après  c e n t r i f u g a t i o n  
et dosage du c h o l e s t é r o l  

C (LDL + HDL) = Cl 

SCHEMA 1 : PRECIP ITATION SELECTIVE DES LIPOPROTEINEL 



REACT IFS 

1) SOLUTION DE LAURYLSULFATE DE SODIUM ISDS) .................................... --- 
DS.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 g 

a C 1  0,15 M, p K  9,O.. .................. 100 m l  

a s o l u t i o n  est  a j u s t é e  à pH 9 avec de l a  soude N. 

2) SOLUTION -------- 
. MnC12 

. Eau d i s t i l l é e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m l  

3) HEPARINATE DE SODIUM (Prolabo) .................... 

TECHNIQUE 
- -- 

- Pour l a  sépara t ion  des  HDL, 3 m l  de  plasma s o n t  mélangés 

avec 0,15 m l  de  s o l u t i o n  de  MnC12 e t  6 mg d ' h é p a r i n a t e  

de  sodium. Après 2 4  h  a + 4 O  C ,  les  VLDL e t  les LDL f o r -  

ment un p r é c i p i t é  q u i  est  é l i m i n é , p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à 

+ 4* C et à 3 000 g pendant 20 minutes. Le c h o l e s t é r o l  

est dosé s u r  l e  surnageant ,  s o i k  C3. 

- Pour l a  s é p a r a t i o n  des VLDL e t  chylomicrons éven tue l s ,  

2 m l  d e  plasma s o n t  mélangés à 0,15 m l  de  l a  s o l u t i o n  d e  

SDS e t  le  mélange est incubé 2 h au  bain-marie à 35' C. 

A p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  à 3 000 g pendant 15 minutes,  l e  

sous-pageant est récupéré e t  l e  c h o l e s t $ r o l  est dose,  

soit Cl. 



CALCUL 

C HDL est obtenu directement ((23). 

C LDL = C (LDL + HDL) - C (HDL) soit C l  - 



DOSAGE DES HEXOSES 

d'après la méthode de TILLMANS et PHILIPPI (184) 

modifiée par RIMINGTON ( 15 6 ) 

PRINCIPE 

Par chauffage en présence d'acide sulfurique, les hexoses 

.libérent des chromogènes dérivés du furfural qui, par condensa- 

tion avec l'orcinol donnent une coloration brun-orangé. 
- .m 

L'intensité de la coloration est proportionnelle Zi la 

concentration en oses. i 

REACT IFS 

1) SOLUTION D ' ORCINOL ------------------ 
Dissoudre 1,5 g d'orcinol dans une solution aqueuse 

d1H2S04 pur a 30 p. 100 (v/v) et compléter a 100 ml. 

La solution d'orcfnol doit être conservee à 0' C et dans 

des flacons en verre pyrex. GBnBralement, elle laisse déposer des 

cristaux que l'on redissout au .bain-marie. 

=' SOLUTION A 60 p. 100 D1H2S04 CONCENTRE (v/v) ........................................... 



3) Ç~L~TI~NS-~:~SES-P~~R~IITEMOENS-ENT~RNES ta 

Solut ion  mère contenant 100  mg d 'oses  t o t a u x  pour 100 m l  
d 'eau b i d i s t i l l é e .  C e t t e  s o l u t i o n  se conserve a - 20' C a p r è s  

a v o i r  é t é  addi t ionnée  de  quelques g o u t t e s  de  chloroforme et d'une 

g o u t t e  de HC1. 

Solution-témoin contenant  100 ug d ' o s e s  par  m l ,  obtenue 
pa r  d i l u t i o n  au  l / l O m d e  l a  solution-mère. 

E l l e  e s t  également conservée en présence de chloroforme 
e t  d ' a c i d e  chlorhydrique e t  peut  s e  garder  1 mois à 0' C. 

DEVELOPPEMENT DE LA REACTION 

Dans des t ubes  h6molyse t r è s  propres  s o n t  i n t r o a u l t s ,  
100 u l  d e  l a  s o l u t i o n  3 dose r  (ou e x t r a i t  sec r e p r i s  pa r  100 ul 
d'eau b i d i s t i l l é e ) ,  200 u 1  de  l a  s o l u t i o n  d ' o r c i n o l  e t  1,5 m l  de 

l a  s o l u t i o n  d1H2S04 à 60 p.  cen t .  

Les tubes  s o n t  maintenus 20 minutes exactement dans un 
bain-marie r é g l é  3 80° C! f 2' C. 

Ils s o n t  e n s u i t e  r e f r o i d i s  sous un courant  d 'eau e t  p lacés  
8 l ' o b s c u r i t é  pendant 45 minutes. 

L'ebsorbance de chacune des s o l u t i o n s  est  déterminée 3 $FfJFF 
510 nm. i\', G:- ## %' :-s i.*?$ 

Jt -;i$!t!i 
i .' 
k b  " 2  



RESULTATS 

Pour des  q u a n t i t é s  éga les  des  d i f f é r e n t s  oses ,  les absor  
bances v a r i e n t .  La s o l u t i o n  de ré fé rence  u t i l i s é e  pour les dos 

est c o n s t i t u é e  d 'un  mélange en q u a n t i t é s  é g a l e s  de  g a l a c t o s e  e 
de  mannose dans des  r appor t s  de concent ra t ion  ident iques  aux r 

p r o t s  molaires  des  d i f f é r e n t s  -oses.  

La  q u a n t i t é  d 'oses  t o t a u x  p r é s e n t s  dans l a  s o l u t i o n  est 

donnée en ng p a r  m l ,  pa r  l a  formule s u i v a n t e  : 

ou NX = amorDance de  l a  s o l u t i o n  a r l r r e r  

A1 no = absorbance de 100 ug d 'ose  (s) pure (s) de l a  s o l u t i o n  
témoin 



d'après la méthode de NIAZI et .STATE (141) 

modifiée pas WERNER et ODIN (197) 

PRINCIPE 

Les acides sialiques, acide N-acétyl-neuraminique surtout, 

sous l'action des acides présents dans le réactif à la diphényla- 

mine sont rapidement désacétylés et décarboxylés en 2-désoxy-4- 

amino-octose. Ce composé subit ensuite une dégradation plus pous- 

s6e avec formation daun chromogène dont la condensation à la 

diphénylamine fournit une coloration bleue-violacée qui présente 

un maximum d'absorption Zi 530 nm. 

Cette methode s 'applique au; acides ' sialiques con jLgu6s. 

REACTIFÇ 

1) 2Q4Ek~S-&QFE~sES8E~ACEOEETRICHLORACEZEQYEEiAZC~) 
solutions a : 5,O g/iOO ml 



REACTIF A LA DIPHENYLAMINE .......................... _ 

Dissoudre 5 g de  diphénylamine pure dans un mélange de 
450 m l  d ' a c i d e  acé t ique  p u r  e t  50 m l  d ' ac ide  s u l f u r i q u e  pur .  

Le r é a c t i f  se conserve à 2' C e t  3 l ' o b s c u r i t é .  S i  des 

c r i s t a u x  se forment, on les r e d i s s o u t  pa r  chauffage dans un 
bain-marie t i è d e .  

SOLUTIONS TITREES D'ACIDE SIALIQtJE ............................... 
Dissoudre 100 ug d ' a c i d e  N-acétyl-neuraminique dans 1 m l  

d 'eau  b i d i s t i l l é e .  C e t t e  s o l u t i o n  é t a l o n  est addi t ionnée d'une 

g o u t t e  de  H C 1  concentré  e t  de  chloroforme e t  conservée à 2' C. 

DEVELOPPEMENT DE LA COLORATION 

Dans des tubes  3 e s s a i s  t r é s  propres ,  on i n t r o d u i t  l ' échan-  
t i l l o n  à doser  e t  l e s  s o l u t i o n s  é t a l o n  e t  l ' u n e  des s o l u t i o n s  

d'ATCA dans un volume f i n a l  de  300 u l .  La  concent ra t ion  f i n a l e  
en ATCA d o i t  être de  5 p. 100 (p/v) .  

Aux 300 u l  de s o l u t i o n  - a i n s i  obtenue, on a j o u t e  0,6 m l  du 

r g a c t i f  à l a  diphenylamine. 

L e s  tubes  s o n t  soigneusement a g i t é s  e t  p lacés  au bain-marie 
b o u i l l a n t  pendant 30 minutes. 

Ils s o n t  e n s u i t e  r e f r o i d i s  e t  maintenus à l ' o h s c u r i t 6  pen- 
aanr 30 m i  nu tes .  

La mesure des  absorbances est e f f e c t u é e  a 530 nm et la 
c o l o r a t i o n  est stable a l ' o b s c u r i t é  pendant 6 heures.  



RESULTATS 

Les d i f f é r e n t s  ac ides  s i a l i q u e s  ne donnent pas  3 q u a n t i t é  

éga le ,  l a  meme absorbance. Il est donc important de p r é c i s e r  l a  
composition de  l a  s o l u t i o n  é t a l o n  l o r s  de l ' e x p r e s s i o n  des  r é su  

t a t s ,  ou d ' u t i l i s e r  des s o l u t i o n s  contenant  les m6mes a c i d e s  s i  

l i q u e s  e t  à concent ra t ions  iden t iques  que l a  s o l u t i o n  à dose r .  

La q u a n t i t é  d ' a c i d e s  s i a l i q u e s  t o t a u x  (en mg pa r  m l )  e s t  

c a l c u l é e  p a r  l a  formule s u i v a n t e  ,: 

ou A~ = absorbance donnée par  1 m l  de l a  s o l u t i o n  à doser  

A i n n  = absorbance donnée p a r  100 ug d ' a c i d e s  s i a l i a u e s .  



DOSAGE DES PROTEINES 

d ' après méthode de LOWRY (125) 

modifiée par DAUGHADAY . coll. (56) 

PRINCIPE 

11 repose sur la réduction des acides phosphotungstique 

et phosphomolybdique du réactif de Folin, en presence du complexe 

formé en milieu alcalin entre les ions  CU^+ et les groupements 
tyrosine et tryptophane des protéines. Il se développe une colo- 

ration bleue dont l'intensité est proportionnelle au taux de 

protéines. L'absorbante est mesurée a 750 ou 500 nm. 

SOLUTION A 1) ,,,,,,,,,, 

Solution de Naze03 a 2 % (p/v) dans de la soude 0 , l  M et 

contenant 0,02 % (p/v) de tartrate double de Na et de K. 

Gslution de CuS04, 5 H20 a 0,5 % (p/v) dans de 1 'eau 
distillée* 



SOLUTION C 3) ---------- 
Solution de travail préparée par un mg'lange de 50 volumes de 

solution A et de 1 volume de solution B. 

Elle se conserve une journée. 

4) REACTIF DE FOLIN-CIOCALTEU IMerck) ........................... ----- 
A diluer au l/2 avec de l'eau bidistillée. 

5) ETALONS DE SERUMALBUMINE:: ........................ 
Une gamme d'étalonnage de 5 à 200 ug de sérumalbumine/ml 

est réalisGe par dilution dans de l'eau bidistillée d'une solu- 

tion mére de sérumalbumine bovine titrant 200 ug/ml. 

MODE OPERATOIRE 

Dans un tube à hémolyse très propre, introduire 0,2 ml de 

la solution à doser et 1 ml de la solution (2. T 

Agiter et laisser 10 minutes au moins % température 

ambiante. 

Ajouter ensuite LOO u1 de réactif de Folin-Ciocalteu et 

Lnger immédiatement. 

La coloration se développe en 30 minutes à leobscurité. 

L'absorbante de la solution est mesurge : 
- a 750 nm pour les étalons titrant 5 a 25 vg/nrl, 
- a 500 nm pour les iotalons titrant 50 a 200 ug/ml. 

x SGrumalbumine bovine Pentex - Laboratoire Miles 



RESULTATS 

Une d r o i t e  d16talonnage C = k A (A = absorbance e t  
C = concent ra t ion)  permet de  relier directement  l l a b s o r b a n c e  

d'une s o l u t i o n  Zi son t aux  de  p r o t é i n e s  exprimé en ug/ml. 



SEPARAT ION DES APOPROTE INES PAR ELECTROPHORESE 

SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE 
n 

DE DODECYLSULFATE DE SODIUM 

d'après une adaptation de l a  méthode 

de WEBER e t  OSBORN (195) 

PRINCIPE 

Les protéines sont séparées par électrophorése s u r  ge l  de 

polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium ( S D S ) .  Le 1 
détergent réagi t  avec l es  protéines e t  l e s  complexes micellaires 

formés se séparent en fonction du poids moléculaire de l a  protéine ; 

il exis te  une relat ion l inéai re  entre l e  logarithme du poids mole- I 
cula i re  e t  l a  mobilité électrophorétique. . 

REACTIFS 

- Acrylami.de (p.a.) 

- N, N' -méthyl&ne-bisacry1and.de (p. a. ) 

- Phosphate monosodique: (p. a.) (H2 NaP04, 2H2O) 

- Phosphate disodique (p-a.) (HNa2 POq; 12HsO) 

- Dod6.ylsulfate de sodium (p.am) (SDS) 

- Psrsulfate d'ammonium (p. a. 

- N, N, NB, N' -tétraméthyléthylénedianiine (p. a. ) (TEMEDI 



- Glycérol bidistillé (p.a.) . 

- Lysozyme (Boehringer Mannheim France) . 

- Isopropanol (p. a. ) 
- Acide acétique (p. a.) 
- Amidoschwartz 10 B (p.a.) 
- Bleu de bromophénol (p. a. ) 

APPAREILLAGE 

- Cuve' thermostatée pour électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide (Polyanalyst , Buchler ~nstruments") 
reliée à un cryostat réglé 3 + -17' C.  

- Tubes de verre de 75 mm de long, 7'mm de diamètre 

extérieur et 5 mm de diamètre intérieur. 

- Dispositif d'agitation (Prolabo) . 

MODE OPERATOIRE 

Les compositions des différentes solutions utilfs6es pour 

la préparation des gels sont données dans le tableau 1 . Elles 
se conservent % + 4' C en bouteille sombre. 

La solution de gel est obtenue en mélangeant extemporan6- 

. mant 15 ml de solution II avec : 13 ml de solution 1; 2 ml d'une 
solution de persulfate d'ammonium 1 % (p/v) et 30 ~1 de TEMED. 

- 
OSI ,  1 5  rue de Javel, 75739 PARIS CEDEX 15 



E l l e  est coulée dans l e i  tubes de  ve r re  s u r  une hauteur  de  

65 mm. Une gou t te  d'eau est  déposée, avec precaut ion  e t  en é v i t a n t  

t o u t  melange, au dessus de  l a  s o l u t i o n  pour p a l l i e r  l a  formation 
d'un ménisque l o r s  de l a  polymérisation qu i  se f a i t  en 1 heure 

température du l abo ra to i r e .  C e t t e  gout te  d 'eau est  e n s u i t e  
él iminée pa r  absorpt ion s u r  papier  f i l t r e .  

PREPARATION DU TAMPON D'ELECTROPHORESE ...................................... 
Le tampon d 'é lec t rophorèse  ( so lu t ion  III) es t  ~ r é p a r é  sui -  

vant  les ' ind ica t ions 'du  t ab leau  1 . I l  s e  c o n s e r v e 3  + 4 O  C e t  

peut  ê t r e  u t i l i s é  pendant une semaine à ra i son  de 2 migrations 

par  semaine. 

PREPARATION ET DEPOT DES ECHANTILLONS ..................................... 
Avant l ' é l ec t rophor&se ,  L O O  c i l  d'une so lu t i on  contenant 

5 g de p ro té ines  pa r  l i t r e  d ' é chan t i l l on  à ana lyse r  ou de  solu- 

t i o n  proté ique  se rvan t  de référence  s o n t  mélangés volume 3 volume 

avec une so lu t i on  de SDS (3 l a  concentra t ion  de 2 % p/v dans l a  

s o l u t i o n  II d i l u é  au 1/5) .  

C e  mélange est  po r t é  au bain-marie b o u i l l a n t  pendant 5 m i -  

nutes ,  pu i s  addit ionné d'une gou t te  de  g lycérol  e t  d'une gou t te  

d 'une s o l u t i o n  de  b leu  de  bromophénol 3 0,05 % (p/v) dans l a  solu- 

t i o n  II d i l u e e  au 115. L e  g lycé ro l  é v i t e ,  l o r s  de l a  m i s e  e n  rou te  

de l ' é l e c t ropho rè se ,  l a  d i f f u s i o n  des p ro té ines  dans l e  tampon e t  

l e  b l eu  de  bromophénol sert de  témoin de migration. 

Une f r a c t i o n  a l i quo t e  de  20 u l  du mélange a i n s i  obtenu, qu i  

c o n t i e n t  40 ug de  p ro té ines ,  est  déposée au sommet du g e l  et les 
tubes  s o n t  remplis de tampon d 'Bleetrophorèse,  avec précaution,  

de maniere 3 ne pas  melanger les 2 so lu t i ons .  



Les tubes sont introduits dans la cellule d'électrophorèse 

cnermostatée, de manière à ce que leur extrêmité inférieure bai- 

gne dans le tampon. 

La partie supérieure de la cellule est remplie de tampon 

et la migration électrophorétique s'effectue sous une intensité 

constante de 5 mA par tube pendant 4 H 30 à 5 heures, temps né- 

cessaire pour que le bleu 6e bromophénol se situe à 10 mm environ 
de l'extrêmité inférieure du tube. 

Après démoulage, les gels sont colores d'après une adapta- 

tion de la méthode de FAIRBANKS ( 64 ) ,  .sous une faible agitation 

dans une solution a 0,01 % d'amidoschwartz dans llisopropanol a 
2,5 % contenant 10 % d'acide acétique glacial. 

La décoloration s'effectue par diffusion dans de l'acide 

acétique 3 10 % sous agitation. Dans ces conditions, au bout de 

48 heures, le fond des gels est parfaitement incolore. 

Les gels peuvent être conservés, à l'abri de la lumière, 

dans de l'acide acétique à 7 % ou dans l'eau distillée. 

TABLEAU 1 : Composition des differentes soluti'ons utilis6as pour 

la preparation des gels et du tampon d161eitrophorèse. 

~ o ~ u t i c i n s  

J=Y- 
Bis-aqlzmdde 

S D S  
Eau &allée q.s.p. 



RESULTATS 

L'analyse d'un mélange de lysozyme,. d'antitrypsine, de sé- 

rumalbumine, de RNA-polymérase P ,  d'albumine .d'oeuf et de chymo- 
trypsine permet de vérifier l'existence d'une relation linéaire 

entre le logarithme du poids moléculaire et la mobilité électro- 

phorétique de chacune des protéines (figure 1, p. 220). 

Le RM correspond à la mobilité éle~tro~horétique rapportée 
" a celle du lysozyme et choisie arbitrairement comme étant égale 

à1 1. 

Les correspondances suivantes sont obtenues : 

Lysozyme 

Antitrypsine 

Sérumalbumine 

RNA-polymérase p 

Albumine d'oeuf 

Chymotryps ine 

L' blectrophorese de la lipoprotéine Lp (a) delipidée met en 

évidence les differentes apoprotéines entrant dans la composition 

de sa copule protéique (figure34 , page174 , tube C ) .  

Par rapport 3 des migrations temoins de sérumalbumine et 
d'apo-C (tubes A et B), les bandes de migration correspondant a 
ces 2 proteines sont facilement localis6es (a, b). 



Deux autres bandes (c et d) pourraient correspondre 

l'apoprotéine Lp(a) spgcifique de la lipoprotéine et, si l'on 

se reporte 3 la figure 1, a des valeurs de RE4 respectives de 

0,29 et 0,75 correspondent des protéines de PM 95 000 et 31 000. 



FIGURE 1 . . . . . . . . . 

DETERMINATION DU POIDS MOLECULAIRE DES PROTEINES EN FONCTION ............................................................ 
DE LEUR MOBILITE ELECTROPHORETIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS ............................................................... 



IMMUNOELECTROPHORESE SELON LA METHODE. DE LAURELL 

APPLICATION AU DOSAGE DE LA Lp(a)' LIPOPROTEINE 

(1966) - Analytical Biochemistry. -* 15 45. 

PRINCIPE 

Une séparation électrophorétique de l'antigéne est effectué 

dans un gel d'agar auquel on incorpore préalablement un immun- 
-siarum monospécifique. 

. 
Une réaction antigene-anticorps se développe pendant 'la 

migration de l'antigéne. Il y a formation d'un pic de précipita- 

tion dont la hauteur est proportionnelle 24 la concentration en 

antigéne . 

1) SOLUTION TAMPON -------------- 
Dissoudre 20,6 g de veronal sodé et 3,5 g de véronal acide 

dans environ 4 litres d'eau distillée. 

Ajuster le pH 24 8,6 avec de la soude ou de l'acide acétique, 

puis compléter 3 5 litres avec de lveau distillée. 



Dissoudre par chauffage au bain-marie bouillant : 

. ............... Agarose serva?. 2 g 

....... Solution tampon pH 8,6 100 ml 

Azoture de sodium............ 0,l g 

3) SOLUTION CQLORANTE ------------------ 
Dissoudre 5 g de bleu de Coomassie dans le solvant suivant : 

Alcool 95'................... 450 ml 

............... Acide acétique 100 ml 

Eau distillée.....;.......... 450 ml 

Laisser reposer une nuit B température ambiante. 

Filtrer et conserver à l'abri de la lumière. 

A ' SOLUT ION DECOLORANTE .................... 
Mélanger : 

Alcool éthylique 95'. ........ 450 ml 

............... Acide acétique 100 ml 

Eau distillée................. 450 ml 

Plaques de verre (20,s x 11 cm) 

Table horizontale réglable 

Bain-marie réglé 3 54' C * l0 C 
Emporte-pièces de 3 mm de diametre 
Microseringue de 5 ul 

Chambre d'électrophorèse comprenant 2 bacs a électrodes 
et une plaque réfrigérée par serpentin a circulation 
d'eau (Behring Institute - 10 rue Clément Marot - PARIS 
75008). 

Agarose pur Feinbiochemica (Heidelberg). - - 



Siphon pour llégalisation des niveaux du tampon 

Redresseur de courant avec voltm5tre.. . 

Mode opératoire appliqué au dosage 

de la Lp(a) lipoprotéine dans le plasma 

- Confection des plaques --------------- -- --- 
Sur les plaques dégraissées à l'éther, on coule 

une "couche d'imprégnation" (une goutte de la solution 

dlagarose à 2 % étalée au pinceau) destinée à retenir 

le gel lors des lavages. 

Ce gel, d'une concentration de 1 % est obtenu en 

diluant au 1/2 la solution d'agarose à 2 % avec l'immun- 

sérum en solution dans le tampon pH 8,6 ; le mélange se 

fait à 54 - 55' C avec des solutions ramenées préalable 

ment à cette température. 

30 ml de gel, ainsi préparé, sont coulés w r  
plaque. 

. La plaque est ensuite portée au réfrigérateur Pen- 
dant environ 10 minutes. Lorsque le gel est pris, on 

creuse des puits de 3 mm de diamétre selon le seherna 

suivant : 

î @' Sens de 

migration I b0 



- - Prépara t ion  des é t a l o n s  --- ------------------- 
Le t aux  de p r o t é i n e s  de  l a  s o l u t i o n  l ipopro té ique  

p u r i f i é e  est déterminé p a r  dosage se lon  l a  méthode de 
LOWRY (p. 211 ) .  L e  c o e f f i c i e n t  de t ransformation en 
t aux  de l i p o p r o t é i n e  est de  2,8 

Une gamme d 'é ta lonnage  e s t  r é a l i s é e  en incorporan t  
d i f f é r e n t e s  q u a n t i t é s  connues de c e t t e  s o l u t i o n  s t andard  

à un plasma c h o i s i  a r b i t r a i r e m e n t  m a i s  Lp(a-) .  

Une gamme d 'é ta lonnage  est a i n s i  r é a l i s é e  ; el le  

correspond à 25, 50, 75 e t  1 0 0  mg de  Lp(a) pour 100 m l  

dé  plasma. 

- M ~ 6 t  de l l a n t i q $ n e  e t  des é t a l o n s  ------------ ------------------ 
A l ' a i d e  d 'une microseringue, 5 u 1  de chaque é t a l o n  

. e t  de  plasma s o n t  déposés dans les' p u i t s .  Le plasma est  

pur  ou  d i l u é  dans du tampon pH 8 , 6 .  

Un champ é l e c t r i q u e  uniforme est c r é é  s u r  t o u t e  
l a  plaque au moyen de  ponts  de p a p i e r  de même  é p a i s s e u r  

que .le g e l .  Immergés dans l e  tampon d 'é lec t rophorèse ,  
i ls s o n t  posés s u r  l a  couche de gel. 

Deux f o i s  deux litres de  tampon s o n t  ve r sés  dans 

les bacs  à é l e c t r o d e s  é q u i l i b r é e s  avec un r e g u l a t e u r  de 

niveau. 

La migrat ion se f a i t  à 4' C pendant 24 heures  3 

raison d e  3 volts/cm. 

- Lavage e t  d e s s i c a t i o n  du qg& ---- .................... 
. Séchage du g e l  

* * . . a . . . . . . . * .  

Lorsque l ' é l e c t r o p h o r è s e  est a r r e t é e ,  l e  g e l  

de l a  plaque est recouver t  d 'une f e u i l l e  de p a p i e r  
buvard pendant 1 0  a 15 m. 



. Elimination des .protéines excédentaires ....................................... 
Elle s'obtient par les lavages suivants : 

- 2 lavages successifs pendant 15 min. dans 
une solution de NaCl 0,l M., 

- 1 lavage pendant 15 min. dans de l'eau 
distillée. 

. ~essi'cation du gel .................. 
Après séchage du gel ohtenu comme précédemment, 

la plaque est portée dans une 6tuve ventilée à 

air chaud (60' C).. Lorsque le gel est bien déssé- 

ché, la plaque est ramenée a température ambiante. 

- C ~ L ~ E ~ ~ A O ~  
La coloration des pics de précipitation est obtenue 

par immersion de la plaque pendant 10 minutes dans la 

solution colorante. 

- Décoloration ------------ 
La décoloration du fond nécessite le passage de la 

plaque dans 3 bains successifs de la solution décolorante ; 

chaque rinçage demande environ 10 minutes. 

RESULTATS 

Le taux d'antigene du plasma étudie (en mg/100 ml de plasma) 
est calculé directement 3 partir de la droite d'étalonnage éta- 

blie en reportant les hauteurs en mm (ou les carres des hauteurs) 
des pics étalons en fonction des quantites dbantig&ne incorporées. 
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