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loppement de techniques simples d'exploration des lipoprotéines.

La fréquence et la gravité des accidents artériopa-
thiques qui surviennent lors de 1l!'évolution des hyperlipopruo-
téinémies rendent nécessaire leur diagnostic. L'identification
précise du trouble lipidique est le guide indispensable du
traitement, qu'il soit diététique ou médicamenteux. Clest pour-
quoi l'exploration biochimique des lipides et des lipoprotéines
sériques a suscité ces dernieéres annédes de nombreux travaux.,

Orienté par un examen cliniqﬁe minutieux, le diagnos-
tic d'une hyperlipémie est confirmé par un bilan lipidique com-
plet, classiquement fondé sur l'aspect du sérum a jeun, le do-
sage des constituants lipidiques et surtout le lipoprotéinogram:
me. Les anomalies qualitatives et quantitatives de répartition
des lipoprotédines sériques doivent &tre détectées pour parvenir

a un typage précis de lthyperlipémie,

La recherche de l'erreur métabolique a l'origine de
ces troubles a suscité le développement de plusieurs méthodes
d'étude des lipoprotéines. Bien que décrites depuis longtemps,
beaucbup d'entre elles posent encore d!'importants problemes et

une étude critique s'impose.

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

+ Dans le premier chapitre, nous rappelons le métabo-
lisme et les méthodes d'énalyse‘usuelles des lipoprotéines.
Toutes sont destindes a parvenir a une méilleure connaissance
et 4 un typage plus précis de l'hyperlipémie. |

Les données acquises a4 propos d'une lipoprotéine particuliére,




" Ils consistent : -~ d'une part en l'analyse qualitative et

‘classes de lipoprotéines. Nous les présentons et rapportons

la Lp(a) lipoprotéine, sont ensuite proposées. Présente dans
le sang a des concentrations variables selon les individus,
la signification pathologique de cette lipoprotéine reste a

préciser,

+ Le deuxieme chapftre rapporte nos travaux person-

nels.
semi-quantitative des lipoprotéines plasmatiques,

- d'autre part en l'isclement & 1'état pur

de certaines classes de lipoprotéines.

Deux techniques originales dfétude des lipoprotéines sont donc
proposées dans une premiére partie. Elles se révélent tres
utiles au dépistage, au typage et a la surveillance des
hyperlipémies,

L'une utilise 1l!'électrophorése en gel de polyacrylamide a
gradient discontinu de pil et de concentration ; l'autre utilise
les tests de préciﬁitation sélective des lipoprotéines de

basse et trés basse densités.

Dans la seconde partie, une autre orientation est donnée a
notre travail qui s'intéresse au probléme de la purification
des lipoprotédines. La mise ‘au point d'une méthode d'électro-
phorése préparative en gel de polyacrylamide nous permet
dfopposer une technologie simple aux trés nombreuses méthodes

déja décrites pour la préparation a 1!'état pur de certaines

une application de notre technique & l'isolement, a partir
d'un plasma d'un sujet dyslipoprotéinémique , de la Lp(a)

lipoprotéine,
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La revue générale que nous présentons rappelle
briévement 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 & la physio-
pathologie des hyperlipémies.

Par G. SEZILLE, J.C. FRUCHART, J. JAILLARD
et P. DEWAILLY '

Premiére partie : Métabolisme des Lipoproté&ines
chez 1'Homme (G. SEZILLE).

Ed. Crouan et Roques - LILLE 1976 -




INTRODUCTION

Les lipides plasmatiques forment un groupe.hétéro-
géne de composés hydrophobes., Exception faite pour les acides
gras non estérifids, ils sont incorporés dans des complexes
lipoprotéiques & caractéere hydrophile assurant leur trans-

port et leur distribution.




LES LIPIDES PLASMATIQUES

Les complexes lipoprotdiques circulants sont dé-
naturés par l'addition d'un alcool au plasma et les lipides
totaux sont alors extractibles par un solvant approprié.

L'extrait global comprend :

+ Des acides gras non estérifiés (ou AGNE)
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Transportés par la sérumalbumine et accessoirement
par les lipoproféines, ces acides grés portent souvent le
nom d'acides gras libres (AGL). Les principaux représentants
sont les acides oléique 18 : 1 (n - 9) (38 %), palmitique
16 : 0 (28 %), stéarique 18 : 0 (15 %) et linoléique 18 : 2
(n - 6) (9%) ;

+ Des glycérides

® & & &6 ¢ 8 068 0900

Ce sont des esters d'acides gras et de glycérol :

?H OH ¢&— acide gras (position 1)

2
acide gras-HO -~ ? - H (position 2)
CH,0H &— acide gras (position 3)

Suivant le cas, il peut sfagir de mono (MG), di
(DG) ou triglycérides (TG). Les acides gras y ont perdu
leur caractére 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
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Présents dans 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 gdénérale suivante :

CH20H &—— acide gras

acide —> HO - C

choline
gras
CH,OH &— phosphoryl
2 ‘ .
. éthanolamine
Le principal représentant est la phosphatidyl-
choline ou lécithine ; la lysolécithine résulte de la perte

d'un acide gras, en général en position 2 ol se situent de

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

- Les sphingophospholipides ne comportent qutun acide gras,

en général saturé ou trés 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-

sentant est la sphingomyéline, sphingophospholipide & choline :

CHy - (0}12)12 - CH = CH
H C - oH
acide gras — H2N - C ~-H

CHZOH &—~phosphorylcholine

+ Des stérols

® 9 06 & 60000 00

Ce sont des alcools secondaires & structure poly-
cyclique, en général associés aux lipides dont ils possédent
les caractéres de solubilité. Dans le régne animal, le prin-
cipal représentant est le cholestérol dont lthydroxyle en 3,

qui lui confére une certaine polarité, est estérifiable par




un acide gras (souvent l'acide linoléique 18 : 2)

10)31

- Quantitativement, pour une lipémie normale (comprise entre
55 et 7,5 g/l), les constituants lipidiques plasmatiques se

répartissent comme suit :

. phospholipides 1,5 & 2,8 g/1 (dont 70 % de lécithine
et 20 % de sphingomyéline),

. cholestérol 1,5 & 2,8 g/1 (dont 70 % estérifid),
. glycérides 0,7 &4 1,6 g/1 (dont 85 % de triglycérides),

. acides gras libres 0,14 a 0,23 g/1
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LES CARACTERISTIAQUES DE S

LIPOPROTEINES PLASMATIQUZES

A/ DEFINITION DES LIPOPROTEINES
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Diverses protdines forment des complexes avec
dlautres 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 propridtés
de solubilité des protéines : elles sont solubles dans l'eau
ou dans des solutions de sels faiblement concentrdes. Les pro-
téolipides ont les propriétés de solubilité caractéristiques
des lipides : ils sont insolubles dans l'eau et solubles dans

certains solvants organiques,

Normalement, les protéolipides sont absents dans
le plasma, Cependant, pratiquement tous les lipides plasma-

tiques sont trouvés dans les lipoprotéines.

Les premiéres lipoprotéines ont été isoldes par
MACHEBOEUF en 1929 (128) & partir du sérum de cheval. Par pré-
cipitation par le sulfate d'ammonium et l'acide sulfurique
0,2 N, il isole un complexe lipoprotéique conténant plus de
40 % de lipides et 60 % de protéines ; il est soluble dans l'es:

a pH neutre ou alcalin.

Le rapport lipide/protéine wvarie dans les lipopro-

by

téines de 39/1 a 1/99. Il caractérise ainsi différentes

classes de lipoprotéines, Cette classification se fonde sur
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les différences de densité des complexes, expliquées en partie

par la composition lipidique particuliére a chacun dtentre eux.

page 13 )

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

ultracentrifugation dans un milieu de densité intermédiaire.

Plus une lipoprotéine est riche en lipides,
spécialement en triglycérides, plus sa densité est faible et
plus le diametre de cette molécule approximativement sphéri-
que est important. On distingue ainsi, par ultracentrifugation
dans un milieu de densité convenable, diverses classes de

lipoprotéines.,

Ltultracentrifugation préparative définit ces classes
selon leurs densités respectives, et l'ultracentrifugation
analytique selon leurs vitesses de flottation ou Sf détermindes

dans un milieu de densité 1,063.

Ils sont dissociables par dt'autres techniques en
particules primaires (chylomicrons natifs) et particules
secondaires (chylomicrons modifids 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 & 600 nm de diamétre

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




REPARTITION

TABLEAU
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DES LIPOPROTLEINES EN CLASSES
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Sf * Densité Diamctre P.M, M.LE.
(g/ml) (nm) moyen
CHYLOS > 400 < 0,94 100 - 10%| 5 . 10° | origine
VLDL 20 - 400 0,94 - 1,006 30 = 70 7,5 . 10° pré-p
12 - 20 1,006 - 1,019 6
L DL 15 - 25 2,5 . 10 B
0~ 12 1,019 - 1,063
1% 0 -3 < 1,063
HDL 2 < 1,125 6 - 14 3,9 . 105 o
. =
3 < 1,21 L - 10 1,9 . 10°
=4
VHDL < 1,25 1,5 . 107
Alb - AGL >1,25 69 . 102 | alb
Lp(a) 1,055 - 1,085 pré-p
P.M., : poids moléculaire
M.E. : mobilité élcctrophorétique (agarose)
E 3 ¢ vitesse de flottation en unités SVEDBERG (10-3 cm/
sec/dyne/g) 4 26° C dans une solution de NaCl &
1,063 g/ml.
X ¢ reprdésente moins de 5 % des LDL isolées par ultra-

centrifugation.
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Elles sont formdédes a partir des graisses exogenes et sont

responsables de la turbidité du sérum en période post-prandiale

(0,94 < d < 1,066 Sf 20 - 400)
Elles forment un spectre contihu de molécules
de plus en plus riches en triglycdérides et donc de plus en
plus volumineuses., Leur densité diminue par conséquent a
mesure qu'lelles grossissent. A la limite, elles sont respon-

sables d'une opalescence du sérum et sont appelées lipomicrons,

A 1t'inverse des chylomicrons dont”i'origine est
exogéne, celle des lipomicrons est endogéne., Selon certains
auteurs, ils sont présents dans le sérum, m&me en période de
jefine et ne sont nullement affectés par le régime alimentaire.
Seul le nombre relatif est variable, et, dans certaines formes

dthyperlipémies par exemple, il est considérablement accru.

(1,006<d<1,063 Sf 0 - 20)

Elles comprennent une fraction principale de LDL
(1,019<a<1,063 Sf 0 - 12) et une fraction mineure
(1,006<d<1,019 Sf 12 - 20) de composition variable, assurant
la jonction avec les VLDL et ne représentant que 15 a 20 %
de l'ensemble des LDL, 7

(1,063<d<1,21)
Elles se subdivisent en 3 groupes :
- HDL1 ¢ fraction mineure de d<1,063 et de Sf 0 - 3 formant
un épaulement sur le spectre dlultracentrifugation analytique
des LDL ;




- HDL2 de d<1,125 ;

~ et HDL,, prépondérante, de d>1,21. EVING et coll.(63)
définissent les v1tesses de flottation de ces deux derniéres
sous-classes & la densité 1,20. Elles sont de 0 - 3,5 pour

les HDL_ et 3,5 - 9 pour les HDL

3 2°

(1,21<d<1,25) ,
Quantitativement peu importantes, elles sédimentent
avec les protéines. On ne sait pas encore s'il s'agit de

VHLD natives ou dfune altération des HDL, ou HDL, interve-

2 3

nant lors de ltultracentrifugation,

(d>1,25)
Il contient encore quelques lipoprotéines mais es-
sentiellement des complexes formés de sérumalbumine et d'AGL

ou plus exactement de sérumalbumine, d'AGL et de lysolécithine|

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

préparative.

A ces critéres de détermination st'ajoutent ceux de
1télectrophorése de zone. Placédes dans un champ électrique,
les diverses lipoprotéines présentent des mobilités différenteq
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 :




FIGURE 1
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chylomicrons, bé&ta-lipoprotéines (LDL), pré-b8ta-lipoprotéines
(VLDL), alpha-lipoprotéines (HDL). La dénbmination se fait

en fonction de la migration correspoﬁdanté'des protdines sé-
riques majeures lors de 1l'électrophorése associde & une colo-

ration spécifique des protéines :

les VHDL évoluent parallélement a4 la sérumalbumine,

- les alpha-lipoprotéines évoluent parallélement aux

alpha-l-globulines,

- les b8ta~lipoprotéines évoluent parallélement aux bé&ta-

globulines,

~ les pré-béta-lipoprotéines évoluent parallélement aux

alpha,_-globulines,

2

- les chylomicrons évoluent parallélement aux gamma-globulines.

Outre ces cing classes majeures de lipoprotéines
précédemment décrites, il convient de signaler lt'existence de

lipoprotéines particulieéres :

+ la Lp(a) lipoprotéine

Longtemps associde a 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 tres variable. De composition par-
ticuliére, elle a une densité comprise entre 1,050 et 1,680.
Sa mobilité électrophorétique sur agarose est celle des pré-béta

lipoprotéines, mais en ultracentrifugation elle sédimente a

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

+ la lipoprotéine flottante ou " vLDpL"
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Normalement présente en petite quantité dans le
sérum, on ne la décéle que dans une forme relativement rare
d'hyperlipémie primitive. Elle a une mobiiité édlectrophorétique
de type b&ta, et flotte 4 la densité 1,006 enkultracentrifu-

gation,




+ la Lp-X

Cette lipoprotéine apparalt dans le sérum de sujets

atteints d'ictere par obstruction.,

I1 stagit d'une lipoprotéine anormale, riche en
cholestdérol, et surtout en phospholipides., En ultracentrifu-
gation préparative, on la retrouve dans ia fraction de densité
{ 1,063 et son isolement ne peut se faire qu'aprés immuno-
précipitation dés LDL avec un immunsérum spécifique anti-LDL.
Elle est immunologiquement distincte des LDL et des HDL mais

posséde un déterminant antigénique commun avec les VLDL,

C/ REPARTITION QUANTITATIVE DES LIPOPROTEINES

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

gistrés chez des sujets normaux 8gés de 16 & 65 ans.

Le plasma est surtout riche, chez le sujet a jeun,
en HDL 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,
1t8ge, le régime alimentaire, le poids corporel, le degré de
sédentarité sont les principaux facteurs de variation. Clest
ainsi que les LDL et VLDL sont plus abondantes chez 1 t'homme

et que les HDL sont majoritaires chez la femme.

D/ COMPOSITION DES LIPOPROTEINES

Elle permet d'expliquer le comportement différent de
ces macromolécules en ultracentfifugatidn et en électrophoreése
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 )o




TABLEAU 2
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REPARTITION QUANTITATIVE DES PRINCIPALES CLASSES DE LIPOPROTEINES
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IIOMME

FEMME

Chylomicrons
VLDL

L DL

HDL

0,11 £ 0,13 g/1

1,10 ¥ 0,50 g/1

+

k,10 < 0,60 g/1

2,70 ¥ 0,20 g/1

g

0,03 ¥ 0,03 g/1

0,50 £ 0,30 g/1
3,20 ¥ 1,10 g/1
“,%0 % 0,70 g/1




Les variations de la composition lipidique des
différentes classes de lipoprotéines précédemment décrites
sont quantitatives plutd8t que qualitatives. Elles sont
déterminées par la fonction physiologique de transport des
1ipides relatives a chacune d'entre e¢lles, et vraisembla-

blement par la stabilité exigée par la molécule.

Tous les types de lipides connus dans lg plasma
entrent dans la composition des quatre classes majeures de

lipoprotéines :

Classe de lipides HDL LDL VLDL Chylo.
Lécithine 73;8
Sphingomyéline 1&,6
Lysolécithine 2,0
Phosphatidyl-sérine 1,9
Phosphatidyl-éthanolamine- 3,3 > 28,3 21,0 7,0
Phosphatidyl-inositol ' 2,4
Polyglycérol-phosphatides ’2,1
Cholestérol libre 9,0 10-11 8,0 2,0
Esters de cholestérol 28,0 47-551 14,0 5,0
Triglycérides ‘ 8,0 8-10} 57,0] 86,0

(Les chiffres sont donnés en % du poids).




La fraction de densité > 1,21 se caractérise par
un taux trés faible de lipides (1 & 2 %), le reste étant for-

mé de protéines. '

Les VHDL ont une composition lipidique relativement
semblable a celle des HDL ; cepehdant, le résidu d'ultra-
centrifugation (d ) 1,25) contient la plupart des AGL et
une quantité importante de lysolécithine (30 & 70 % des

phospholipides).,

b) Composition en protéines

Le pourcentage de protéines varie en fonction de

la lipoprotédine :

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

lymphatique ;
~ les VLDL en contiennent environ 8 & 10 % ;
- les LDL : 20 & 22 % ;
- les HDL : environ 50 %.

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 SCANU et ALAUPOVIC

(164, 1 ), la classification suivante peut &tre admise :

SCANU acide ami~jALAUPOVICjchylo VLDL ‘LDL HDL
(164) né C ter- (1) '
minal

Apo HDL III }Gln Thr Apo A1’ m m M
Apo HDL IV Gln Apo A, ' M
Apo LDL Ser Apo B m M M a
‘Apo VLDL I Ala Apo C1 M m m
Apo VLDL IT Ser Apo 02 . M M m m
ApolVLDL IIT Gln Apo CB M

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. Récemment dl'autres apolipoprotéines ont été

décrites :

- 1'apo-D trouvée dans les HDL, et les VLDL ;

3
- ltapo-E trouvée dans les VHDL et les LDL de Sf 12 - 20 ;

- l'apo~-Lp(a) associde & 1l'apo-B et & la sérumalbumine dans
la Lp(a).

Ces apolipoprotéines sont intégrées dans des uni-
tés lipoprotéiques comprénant des sous-unités structurales
stables associées a un nombre variable de sous-unités fonc-
tionnelles impliquées dans le transport des lipides. Ctlest
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 cholestédrol et des bhospholipides. L'apd-A2
est de méme 1l'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 répartition des lipoprotéines en classes est
essentiellement fondée sur des critéres de densité. A lt'inverse
ALAUPOVIC ( 1 ) propose un systeéme de classification uni-
quement fondé sur les apolipoprotéines comme critére de dif-

férenciation de trois familles principales :
Lp-A, Lp-B et Lp-C.

Selon cet auteur, les densités des différentes
macromolécules varieraient au sein d'une méme famille en
fonction des charges lipidiques du moment expliquant la
présence de l'apolipoprotéine correspondante a différents

endroits du spectre de densité de l1l'ultracentrifugation.




COMPOSITION SCHEMATIQUE DES PRINCIPALES CLASSES
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PRO’I_‘}':‘,INES"E COMPOSITION LIPIDIQUE RAPPORT
LIPIDES * (en mmole %) :
PL TG CE CL CE/CL
CIIYLOMICRONS
2/98 7 78 8 7 1,1
d<<C,94 — 4 '
15
VLDL 10/90 19 49 18 14 1,3
. |y Jd
LDL 24/76 22 9 U7 22 2,1
d<1,063 69
HDL 53/47 Ll 7 38 11 3,5
d<1,21 49
VHDL 62/38 83 8 8 1 8
W |
d>1,21 9
x : en % du poids de lipoprotéine
PL : phospholipides G triglycérides
CE : cholestérol estérifié CL cholegtﬁﬁ libre|

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

selon les criteres d'électrophorése et de densité.

C/ COMPOSITION EN GLUCIDES
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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 glucidigue des chylo-
microns et des VLDL est incertaine. lL.es LDL contiennent des
hexoses (galactose et mannose) (3,2 g), de la glucosamine
(1,2 g), de ltacide sialique (0,2 g). Les DL renferment
une plus faible guantité dt'hexoses (galactose, mannose,
glucose) (1,5 g) mais une quantité similaire de glucosamine
(1,5 g) et d'acide sialique (0,5 g). Ces taux sont exprimés

pour 100 g de protéines.

Les modifications pathologiques de ces composants

et leur signification sont encore inconnues.

En ne tenant pas compte du faible pourcentage ﬁe
iglucides, on peut résumer la composition lipoprotéique des
principales classes de lipoprotéines selon le tableau 3
(page 23 ).

- On observe que les phospholipides varient dans le
méme sens que les protéines lorsqu'on passe des chylomicrons
aux VHDL et que les trigiycérides ne figurent en proportion
importante que dans les chylomicrons et les VLDL. Ce tableau
montre également les proportions importantes de cholestérol
total des LDL et HDL et l'augmentation progressive du
rapport cholestérol estérifié/cholestdérol libre lorsqu'on'

passe des chylomicrons aux VHDL.
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FIGURE 2
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Au niveau de la molécule lipoprotéique, les phos-
pholipides, le cholestérol librevet la copulé protéique cons-
tituent une fine pellicule autour du noyau‘central ol se
trouve la fraction soluble, lipides apolaires que sont les
triglycérides et le cholestérol estérifié. Le r8le 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. N

—-——-——-——-—————-—_——_———.-—-—-—-—--——..-—-.————

Deux organes sont impliqués dans ces métabolismes :

la muqueuse intestinale et le foie.

La muqueuse intestinale est responsable, en période
nutritionnelle, de la biosynthése des chylomicrons a partir
des graisses ingérées, et, en toute période, des VLDL voire

des HDL., '

Le foie synthétise et sécreéete trés activement dans
le sang des HDL et des VLDL surtout riches en triglycérides

endogeénes formés au sein de cet organe.

a) Au niveau de la muqueuse intestinale (fig. 3

® & 5 0 8 C @ 00 90 %0 00O S & 060 B OO OO S8 s O e s

page 27 ).

Dans la lumiére intestinale, les lipides alimen-
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 méme lipase. Les
phospholipides sont hydrolysés par des phospholipases A et

les stérides par une cholestérol-estérase. Lysophospholipides,
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FIGURE 3

BIOSYNTIESE ET SECRETION DES CHYLOMICRONS
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cholestérol et surtout acides gras etvz—monoglycérides sont
alors absorbés par la muqueuse. Les acides gras courts ou
moyens et une partie du glycédrol sont libérés dans le sang
de la veine porte a destination du féie ; les acides gras
longs ( ) C 12) rejoignent le "pool" intra-cellulaire qui
comprend des acides gras issus de la captation des acides

gras libres circulants,

Le cholestérol alimentaire se mélange au choles-
térol activement synthétisé "de novo" & partir de ltacétyl-

CoA.

Des phospholipides sont synthétisés a partir des
lysophospholipides incorpords et a partir du glycérol ou du

3-P~glycérol issu de la glycolyse,

La synthése la plus importante est cependant celle
des triglycérides qui se fait essentiellement & partir des

2-monoglycérides et d'acides gras activés en acyl-CoA.

La synthése des chylomicrons dans la muqueuse
intestinale va donc résulter de ltassociation dtapolipopro-
téines synthdtisdes au niveau des ribosomes, de phosbholipides,
de triglycérides, de cholestérol libre et surtout estérifié.
Ces chylomicrons natifs sont ensuite libérés dans la lymphe
4 partir des vésicules sécrétoires et aboutissent a la cir-
culation générale ou ils créent, en période post-prandiale,
la turbidité du sérum. Ils représentent la forme idéale de

transport des lipides exogénes.




b) Au niveau du foie (fig. 4 page 30 )
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Le foie synthétise activement de nombreux phospho-
lipides, dont la lécithine et les triglycéfides a partir du

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

Les acyl-CoA peuvent provenir d'une synthese "de
novo" a partir de ltacétyl-CoA issu de la glycolyse. Ils
proviennent également des acides gras libres captés propor-
tionnellement au flux sanguin traversant le foie et issus

du tissu adipeux.

Le phospho-3~glycérol provient, soit d'une phos-
phorylation du glycérolbissu de lthydrolyse des triglycérides
du tissu adipeux ou il ntest pas réutilisable efficacement,
soit d'une réduction de la phospho-dihydroxyacétone 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
& partir de ltacétyl-CoA : cette synthése hépatique de |
cholestérol est trés active et nous verrons ultérieurement
que le foie regoit en outre l'essentiel du cholestérol

dtorigine intestinale,

Toutes ces bioéynthéses aboutissent & la formation
de VLDL et a4 leutr libération dans le sang & partir de vési-
cules sécrétoires. L'ordre des associations est encore in-
certain, mais il est probable que la synthése débute par
lt'association des apolipoprotéines aux phospholipides et
que la fixation des restes osidiques sur les apolipoprotéines
joue un r8le important. Ces VLDL natives rejoignent les HDL
synthétisdes 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-a-dire essentiellement du
transfert d'acides gras de ces VLDL dans les tissus extra-

hépatiques.
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FIGURE 4
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F/ DESTINEE DES LIPOPROTEINES CIRCULANTE
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Dans le sang, VLDL et surtout chylomicrons natifs
se chargent de peptides supplémentaires cédés par les HDL,
apo-Gln et apo-Ala en particulier, Cet apport est capital,
car lt'apo-Gln est un facteur d'activation de la lipoprotéine-
lipase (LPL) synthétisée dans divers tissus extra-hépatiques
et responsable, en bonne part, de l'épuration plasmatique
des TG des chylomicrons et des VLDL : l'apo—Ala‘inhibitrice

pourrait jouer un réle régulateur.

Cette LPL, largement distribude dans les tissus de
1torganisme, hydrolyse les triglycérides des chylomicrons et
des VLDL et 1ibéré les acides gras qui vont alors diffuser

"dans les cellules :

- du tissu adipeux pour mise en réserve apres reconstitution

des TG,
- du muscle pour utilisation a des fins énergétiques,

- de la glande mammaire pour synthése des triglycérides du

lait (fig. 5 page 32 ).

a) Destinde des chylomicrons (fig. 6 page 33 )
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Porteurs dt'apo~Gln issuesdes HDL, les chylomicrons
représentent, du fait de leur taille dimportante et de leur
chargé en TG, le meilleur substrat pour la LPL dont lteffet
principal se situe au niveau du tissu adipeux. Cette action
rapide se traduit par une libération importante d'acides gras
dont une grande partie diffuse dans les tissus et dont une
autre se fixe sur la sérumalbumine ; de ce fait, en période
post-prandiale, le taux des AGL augmente alors méme que leur

mobilisation & partir du tissu adipeux diminue ; la composi-
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FIGURE 6
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tion en acides gras tend donc a reflédter celle des TG des

chylomicrons, c'est-a-dire celle des graisses ingérées.

Ces chylomicrons perdent ainsi progressivement
leurs TG en diminuvant de taille. Aprés un certain nombre 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-estérase et incorpore ainsi sous forme libre plus
de 90 % du cholestérol d'origine intestinale : il dispose
également dtune triglycéride~lipase qui pourrait jouer le

r8le dans la captation de 10 & 20 % des TG résiduels.

Sous l'action conjuguée'des tissus extfa—hépatiques
riches en LPL, puis du foie, la demi-wvie des TG des chylomi-
crons circulants est breéeve, de ll'ordre de 10 minutes, et
1'épuration globale aprés un repas se fait normalement en

moins de 6 heures,

b) Destinée des VLDL
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_ 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 méme maniére
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 duréde de vie des TG des VLDL est supérieure a

celle des TG des chylomicrons (environ 4 heures).

La perte progressive des triglycérides s'accompagne

de remaniements structuraux importants dus en partie a l'action

complémentaire de la LCAT qui estérifie dans le plasma le

cholestérol libre des lipoprotéines'porteuses de ltapo~Gln 1,
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ctest-a-dire essentiellement les HDL, et.a un degré moindre
les VLDL. Cette estérification se fait a partir des. acides
gras en position 2 des lécithines qui se transforment en
lysolécithines ; ceci explique la richesse du cholestérol
estérifiéd plasmatique en acides gras insatufés, 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 :

- effet indirect sous la forme d'un transfert (ou échange
contre des TG), sur les VLDL, du cholestérol estérifié

au niveau des HDL ol agit.de préférence l'enzyme;

- effet direct par estérification du cholestérol libre qui
staccumule avec les phospholipides a la surface des VLDL
du fait de la disparition progressive de TG sous ltaction
de la LPL. Il s'ensuit égalemenf une élimination partielle
de phospholipides puisque les lysolécithines résiduelles
formées par la LCAT tendent a quitter la molécule pour se
fixer sur la fraction albuminique du plasma ou sur les
membranes cellulaires, celles des globules rouges en par-

ticulier,

Il en résulte également des pertes dt'apo-C qui
retournent au foie ou sont captées par les HDL, et l'on
passe ainsi progressivement des VLDL aux lipoprotéines in-
termédiaires ou IDL (1,006 £ de 1,019) déja riches en
cholestérol estérifiéd, mais contenant encore des proportions
appréciables 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, treés riches en choles-
térol estérifié, ne contenant plus que l'apo-B et dont la
demi-vie plasmatique est de l'ordre de 48 heures (fig. 7
page 36 ). Ces LDL reviennent au foie qui les dégrade, mais
cette dégradation implique, en partiéulie;, l'hydrolyse du
cholestérol estérifidé, le catabolisme du éholestérol libre
formé, et l'excrétion biliaire, puisqu'il seﬁble démontré

que le cholestérol "usagé" ne se mélange pas au cholestérol

"neuf" destiné aux VLDL.
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FIGURE 7
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Le foie peut capter et cataboliser les LDL,
mais 1.\ a été démontré que l'épﬁration plasmatique des
LDL est accélérée aprés hépatectomie et qu'il existe
au niveau des tissus extra-hépatiques des sites membra-
naires récepteurs des LDL ; la fixation,sur ces sites
est suivie d'une hydrolyse rapide de la liaison ester
du cholestérol estérifié et d'une protéolyse de l'apo-B.
De ce faiv, les LDL fournissent un supplément de choles-

térol utilisé pour la synthése des membranes cellulaires.

c) Destinde des HDL (fig. 8 page 38 )

$ & ¢ 80 @ % 0 6 600 00

Prztiquement tous les tissus de l'orgahisme sont
capables de svnthétiser le cholestérol eh fonction de leurs
besoins. De co fait, sauf peut-&tre pour la synthése des
hormones stéroidiennes, ces tissus ne sont pas tributaires
du cholestérol hépatique incorporé dans les VLDL. Par contre,
ils se renouvellent et le retour au foie du cholestérol des
cellules détruives est nécessaire, puisque cet organe est
le seul capable de ltexcréter en quantité importante, soit
directement, soit aprés un catabolisme trés‘partiel en aci-
des biliaires qui cbmportent toujours le noyau stérol. Autre-
ment dit, le foie récupére l'essentiel du cholestérol ‘de
structure, initialement incorporé dans les VLDL et le choles-
térol des autres t:.ssus et organes dont on sait qu'il peut
s'incorporer dans les lipoprotéines circulantes. De ce der-
nier point de vue, LCAT et HDL pourraient jouer le rdle

principal :
- estérification du cholestérol libre des HDL par la LCAT,

- "dissolution" au sein de la molécule du cholestérol esté-
rifié formé, laissant une place libre en surface pour le
transfert du cholestérol libre & partir des membranes cel-

lulaires,

- captation hépatique du cholestérol estérifié des HDL et

nouveau cycle ...
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FIGURE 8
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Certains auteurs envisagent des étapes supplémen-
taires de transfert (ou d'échange) du cholestérol esﬁérifié
sur les VLDL et surtout les LDL, ce qui expliquerait la
richesse particulicre des LDL en cholestérol estérifié soluble

et stockable dans la zone centrale dé ia molécule.

G/ CONCLUSION

_ Au niveau du plasma, on trouve quatre fypes majeurs
de lipoprotéines d'origine et de r8le déterminés. Les chylomi-
crons assurent le transport des lipides exogenes, les VLDL
celui des lipides élaborés par le foie & parti r de composés
lipidiques exogénes ou d'autres composés. Les LDL ne sont
que des produits du catabolisme intravasculaire des VLDL.

Les HDL assurent le retour au foie du cholestérol tissulaire.

Si les acides gras représentent une source d'éner-
gie facilement utilisable par les différents tissus, les TG
(VLDL) le sont beaucoup moins. Ils constituent surtout une
forme de mise en réserve d'énergie au niveau du tissu adipeux
o ils sont élaborés a partif des acides gras exogeénes (chy-

lomicrons) et endogénes (VLDL).

L!'équilibre de la lipémie dépend autant de la
production hépatique et/ou intestinale que de l'épuration,
mécanisme mettant en jeu deux enzymes essentielles_: LPL

et LCAT.
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"PRINCIPALES ANOMALTIES D E

~

REPARTITION DES LTPOPROTETINES

Ces anomalies peuvent correspondre a des diminutions
voire des abseiices d'une ou de plusiears classes de lipopro-
téines ; il s'agit donc d*hypolipoprotéinémies qui sont en
fait trés rares. Trés fréquentes sont par contre les hyper-
lipoprotéinémies a lipoprotéines normales ou anormales qui,
pour la plupart, sont douédes d'un pouvoir athérogéne notoire
lorsqu'elles circulent a des concentrations anormalement
élevées. La prévention de la maladie athéroscléreuse passe
donc, en cas d'hyperlipémie constatée, par le typage de
lthyperlipoprotéinémie d'ol découleront le régime alimentaire

et le traitement médicamenteux convenables.

Il n'existe pas de critéres absolus de typage et
parmi les nombreuses classifications proposées nous citerons
celle de FREDRICKSON actuellement la plus admise (71 ) et
celle de DE GENNES (84 ). Les éléments du diagnostic biochi-
mique comprennent essentiellement, comme nous le verrons ul-
térieurement, l'aspect du sérum 2 jeun, les taux de choles-
térol, de triglycérides et éventuellement de phospholipides

sériques et la répartition électrophorétique des lipoprotéines.

Sur ces bases on peut distinguer 6 types principaux
qui se répartissent en 3 catégories correspondant aux hyper-
cholestérolémies essentielles, hypertriglycéridémies majeures
et hyperlipdmies mixtes. En ne considérant que l'aspect

lipoprotéique on distingue :

- Hypercholestdrolémie essentielle :

. Type IIA caractérisé par une. augmentation élective des




LDL riches en cholestérol.

~ Hyperglycéridémie majeure :

. Type I d0t & une accumulation isolée de chylomicrons
transporteurs de triglycérides issus de la digestion

intestinale des graisses (rarissime).

. Type IV correspondant a une'augmentation des concen-
trations en VLDL qui transportent essentiellement

des triglycérides dtorigine hépatique.

« Type V qui sur le plan des anomalies lipoprotéiques

correspond & l'association I + IV.

- Hyperlipémies mixtes :

. Type IIB qui résulte d'une augmentation simultande
des concentrations plasmatiques en LDL riches en cho-

lestérol et VLDL riches en triglycérides.,

. Type III d@t & un blocage du catabolisme normal intra-
vasculaire des VLDL en: LDL. I1 y a donc accumulation

dans le sang de lipoprotéines intermédiaires ou IDL.

LPL blocage
VLDL > IDL ¥ > LDL
TG +++ TG ++ 16 2

CH + CH ++ CH +++
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INTRODUCTION

Les propriétés physico~chimiques et immunologiques
et les variations physio-pathologiques respectives de chaque
classe de lipoprotéines précédemment décrites étant différen-
tes, il est bien évident qu'tune exploration détaillée de la
composition lipoprotéinique d'un sérum présente un grand in-
térét en pathologie. Cette exploration fait appel a de nom-
breuses techniques en voie de constant perfectionnement. Cer-
taines d'entre elles, exigeant ltemploi d'un appareillage
complexe et onédreux, ou la mise en oeuvre de manipulations
longues et délicates, sont encore réservées a des laboratoires
spécialisés. Dtautres, par contre, sont facilement applicables

en routine par tout laboratoire de biochimie clinique.,

Le fractionnement alcoolique & basse température,
décrit par COHN en 1950 (52 ) propose pour la premidére fois
la précipitation sélective des b&ta et des alpha-lipoprotéines.

Deux groupes de lipoprotéines sont ainsi mis en évidence :

~ les lipoprotéines de poids moléculaire élevé, plus riches
en lipides qu'en protides, et en cholestérol gu'en phospho-
lipides. C'est la fraction III, ou béta—lipoprotéiﬁe, pré-
cipitant & une concentration de 18 pour cent (v/v) d'étha-

nol et a pH 5,2 ;

- les lipoprotdéines de poids moléculaire plus faible, plus
riches en protides et en phospholipides. C'est la fraction
IV, ou alpha-lipoprotéine, précipitant & une concentration

1
de 40 pour cent (v/v) d%éthanol et & pH 5,8.

En 1955, BURSTEIN et SAMAILLE décrivent un procé-
dé de précipitation sélective des b&ta-lipoprotéines par

1lthéparine, en présence de chlorure de calcium (37 ). Depuis
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lors, ces techniques de précipitation sdlective ant été
largement développées. Elles sont simples mais réclament,
pour &tre sélectives, une treés grande rigueur dans le: res-

pect des conditions expérimentales.

Réalisés au cours de ces vingt dernic¢res anndes,
les progreés considérables de nos connaissances sur l'explo-
ration fonctionnelle du métabolisme lipidique sont dus a

deux équipes de.chercheurs :

- d'une part, celle de LINDGREN, NICHOLS et ELLIOT, qui,
travaillant sous la direction de GOFMAN, a ouvert dés
1949 la voie & une étude systématique des lipoprotéines
grice 4 leur analyse exhaustive en ultracentrifugation

(87, 122 ) Ils<distinguent ainsi :

. les lipoprotéines de basse densité, inférieure a

1,063 et représentant les b&ta-lipoprotéines,

. les lipoprotéines de haute densité, comprise entre
1,063 et 1,21, les fractions comprises entre 1,12 et

1,21 représentant alors les alpha-lipoprotéines,

. quant aux chylomicrons tres pauvres en protéines, on
peut les isoler par simple extraction a 1l'éther ou par
une rapide flottation dans un champ d'accélération

-modéré (9500 g),

- d'autre part, celle de HAVEL, BRAGDON et coll, qui,
utilisant encore une technique d'ultracentrifugation, plus
" simple et bien adaptée aux analyses chimiques, a publiéd
en 1955 les premiers résultats d'ensemble concernant la
composition des lipoprotéines dans diverses affections

hyperlipidémiques ( 95 ).

Les résultats obtenus par la méthode d'ultracen-
trifugation ont stimulé les recherches concernant la mise au
point de méthodes électrophorétiques de fractionnement des

lipoprotéines. Déja en 1941, BLIX et TISELIUS (24 ) mettent
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au point une méthode d'éleqtrophorééé libre permettant la

séparation des fractions albumine, alpha, b&ta et gamma-

globulines,

et l'analyse de leur contenu lipidique.

Mais en

fait, il faut attendre 1951, avec SWAHN (183), pour voir

apparaltre la méthode du lipoprotéinogramme sur papier appelé

plus. couramment lipidogramme ;

il individualise ainsi en

fonction de leur vitesse de migration les deux grandes

variédtés de lipoprotéines décrites par GOFMAN (87 ), au

niveau desquelles il distingue,

et d'autres auteurs apres

lui, plusieurs sous-fractions. Synthétisant les données

fournies par ces diverses techniques,

il était déja possible,

en 1965, de dresser le tableau des équivalences suivantes :

Tableau des équivalences d'aprés FREDRICKSON (71)

Terminologie Fractions
Fractions ST Electrophorese de COHN
Chylomicrons 4O 000 fovcmecccmcccmc e e
LP de trés basse densité] 10 = 40O} -—==- e f e ——————
LP de basse densité O - 10 béta IIT,
LP de haute densité Jewemmecaca- alpha IV1
AGL e e v

La différenciation immunochimique peut également

8tre mise 4 profit pour des études qualitatives ou quantita-

tives des lipoprotéines. En premie¢re analyse,

les lipopro-

téines sériques se répartissent en deux grandes catégories

immunologiquement distinctes :

les alpha-lipoprotéines et les

bé&ta-lipoprotéines, L'identification et le dosage des lipopro-

téines se font par tous les procéddés classiques pourvu que

lton dispose des immunsérums correspondants préparés a

partir de fractions purifiées.
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Enfin, certains travaux concernant lt'étude des
rlipoprotéines reposent sur le principe de la chromatographie :
chromatographie de tamisage molédculaire, d'adsorption, d'échan-
ge d'ions et plus récemment dtaffinitéd. Toutes ces méthodes
ne sont que rarement utilisées seules pour explorer la coum-
position lipoprotéinique d'un sérum et servent surtout a par-
faire le degré de pureté des fractions séparédes par un autre
procédé. Elles ont été essentiellement développées dans un

but préparatif.
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LYULTRACENTRIFUGATTION

A/ PRINCIPE

La présence de lipides dans la molécule confére
aux lipoprotéines une densité inférieure a celle des autres
protéines du sérum pour lesquelles elle est comprise entre
1,33 et 1,35. Clest ainsi que les lipoprotéines les plus
lourdes présentent une densité voisine de 1,20, et que le
domaine des densités inférieures a 1,21 appartient aux

seules lipoprotéines.

La séparation des lipoprotéines par ultracentri-
fugation met a profit les différences entre les densités
respectives des diverses catégories de ces macromolécules.
Ces différences sont fonction de la richesse respective en
lipides de chacune d'entre elles et peuvent paralftre rela-
tivement faibles. Elles sont considérablement accrues
lorsque les molécules sont soumises dans une ultracentrifu-
geuse a un champ d'accélération trés élevé (100.000 a
. 200.000 g). Dans ces conditions, les molécules de densité
inférieure a celle du milieu remontent vers la surface
(flottation) alors que celles‘possédant une densité supérieure
se dirigent vers le fond du tube (sédimentation). Le choix
de la densité conditionne donc la répartition des lipopro-
téines entre les fractions qui flottent et celles qui sédi-

mentent.

En ultracentrifugation, la sédimentation d'une
particule dépend de la force centrifuge appliquée et déter-

‘minéde par la formule suivante :
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F = u)2 r
W \
g
ol F = force centrifuge exercée sur la particule
(en dynes) -

m = masse de la particule (en grammes)

W = vitesse angulaire du rotor (en radians par

seconde)

r = distance radiale entre 1l'axe de rotation et

le tube (en centimétres)
W = poids de la particule

g = constante de gravitation (980 cm/secz)

J1 est trés souvent utile dé caractériser une
molécule par son coefficient de sédimentation dont la valeur
numérique dépend de divers facteurs qui lui sont propres

tels sa masse moléculaire et sa forme,

C'est ainsi que les protéines sont généralement
définies selon leur vitesse de sédimentation (S) exprimée

en unités SVEDBERG et déterminée par la formule suivante :

dx 1
S = .
dt _u)zr
(t = temps en secondes)

13 cm/sec-dyne-g.

Ltunité S est égale & 10 ~
Pour les lipoprotéines, ce symbole devient Sf, les molécules
édtant isolées par flottation. Il s'exprime également en uni-
tés SVEDBERG et correspond en fait 3 une sédimentation

négative.




L'ultracentrifugation a donc pérmis 1'individua-
lisation des familles de lipoprotéineé pfécédemment 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].

o n S s G . S - fi D B W Kot S v S ST e ey S S

Dans l'ultracentrifugation analytique le déplacement j
des molécules est suivi par. . un procédé d'enregistrement op-
tique (SCHLIEREN le plus souvent, absorption U.V. ou fran-
ges d'interférences). Les différents clichés photographiques
pris aprés des temps de centrifugation déterminés permettent
de calculer la vitesse de déplacement caractéristique de
chaque famille de lipoprotéines poﬁr des conditions de den-
sité, de température et de viscosifé du milieu données. Les
concentrations respectives des fractions individualisées
peuvent en outre &tre déduites de 1la surface des pics appa-
raissant sur les diagrammes. La figure 9 (page 50 ) présente
des enregistrements d'ultracenfrifugation analytique obtenus

avec des sérums 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, dtautres auteurs (8, 9 ) les dé-
terminent & la densité & laquelle la classe de lipoprotéines
est isolée en ultracentrifugation préparative : ainsi Sf1,006
signifie que les vitesses de flottation sont mesurées dans
une solution de densité 1;006. EWING et coll. (63 ) sugge-
rent l'utilisation du symbole F suivi de 1l'indice de 1la
densité 4 laquelle l'ultracentrifugation est mesurée lorsque
celle-ci est différente de 1,063 ; ainsi ltexpression des vi-

tesses de flottation des HDL2 est la suivénte : F1 20 :3,5-9.
. ]
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FIGURE 9
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ajustées intermédiairement par addition de sels minéraux
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Parfois, méme, la nature du sel utilisé pour ajuster 1la

-~

densité est mentionnde.

C/ L'ULTRACENTRIFUGATION PREPARATIVE

e e W e G aw W S S G SR MOr S GAR o e M et T A MK W T S R e A S T

L'ultracentrifugation préparative ou ultracentri-
fugation de flottation permet le fractionnement des diffé-
rentes classes de lipoprotdines selon leurs densités en vue

de les analyser,

La composition lipidique moyenne de chaque classe
de lipoprotéines étant connue (8 , 26 ,179), il est en outre
possible d'obtenir par cette méthode une mesure indirecte
du taux des lipoprotéines correspéndantes ; on peut en effet
admettre en premicére approximation l'existence dtune relation
déterminéde entre le poids moléculaire moyen dtune classe don-
née de lipoprotéines et sa teneur en cholestérol par exemple.
Cette application quantitative de l'ultracentrifugation né-
cessite de ce fait une récupération intégrale des fractions

sépardées.

Les méthodes originales de séparation des diffé-
rentes lipoprotéines sériques réclament plusieurs ultracen-

trifugations & des densités progressivement croissantes

(93,95 ). Chaque séparation doit &tre poursuivie jusqu'a
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 derniere




ultracentrifugation, conduite & la densité de 1,21, sdpare
lt'ensemble des HDL. Cette fraction peut éventuellement

8tre subdiviséde 4 la densité intermédiaire de 1,12.

Ainsi, l'ultr&centrifugation autorise une éépara-
tion particuliérement fine des lipoprotdines. La qualité du
fractionnement peut encore &tre améliorée en mettant en
oeuvre un gradient de densité (92,121,122 , 124). Il s'agit
d'une centfifugation isopycnique. Par cette méthode, l'iso-
lement de toutes les fractions de lipoprotédines exige environ
une semaine. La préparation d'un gradient de densité prdéformé
permet & certains auteurs de fractionner par ultracentrifu-

gation zonale toutes les lipoprotéines sériques en une seule

étape (25, 98 ,153 ,189, 190,200, 201,202).

Trois types de wotors sont généralement utilisés
pour l'ultracentrifugation préparative, et leur choix est
conditionné par la méthode de centrifugation mise en oeuvre.
Selon HATCH et LEES (93); 1'emploi de rotors angulaires
présente deux inconvénients majeurs dus a la création de
courants de convection d'une part, et a ltadhérence des plus
grosses molécules & la paroi des tubes d'autre part; Ces
effets sont minimisés dans les rotors a godets mobiles, et
totalement supprimés dans les rotors zonaux. Les rotors
angulaires sont habituellement utilisés avec succes pour
ltapplication de la centrifugation isopycnique, ils ont une
géométrie favorable & une amélioration de la résolution ;
en effet, lorsque le tube est remis en position verticale
pour collecter les fractions aprés centrifugation, les dis-
tances séparant deux bandes de particules se trouvent aug-
mentdées. D'autre part, les rotors angulaires peuvent accueil-
lir en moyenne deux fois plus de tubes que les rotors a
godets mobiles. La centrifugation zonale utilise principale-
ment les rotors a godets mobiles ou mieux encore les rotors
zonaux offrant l'avantage d'une automatisation possible de

la manipulation.




53

D/ CONCLUSIONS

Ltultracentrifugation, analytiqde ou préparative,
constitue la meilleure méthode pour explorer la composition
lipoprotéinique d'un sérum, tant sur un -plan qualitatif que

quantitatif.

L'ultfacentrifugation de flottation offre d'autres
avantages : elle permet notamment la récupération des fractions
purifiées sur lesquelleé peuvent alors &tre faites des études
structurales, chimiques ou immunologique. Cette méthode ap-
porﬁe également de précieux renseignements sur le plan dia-
gnostic et une- simple séparation a4 la densité 1,006 facilite
souvent le typage d'une hyperlipémie (72 ). C'est de plus la
seule fagon d'établir avec certitude le diagnostic des hy-
perlipémies caractérisées par la présence de bé&ta-lipoprotéines

flottant &4 la densité spontanée du plasma.

Cependant, bien que toujours citéde comme méthode
de référence pour la purification des lipoprotéines, l'ultra-
centrifugation préparative n'est pas utilisable en routine
et reste d'une pratique tres limitée, nécessitant un appa-
reillage colliteux et des manipulations longues et délicates.
L'ajustement des densités doit en outre se faire avec une
extréme précision, de l'ordre de 10-3. Un autre inconvénient
majeur de cette téchnique réside dans la trop longue expo-
sition des macromolécules a isoler a de fortes concentrations
salines et & des forces centrifuges trés élevées. De ce
fait des altérations de structure peuvent apparalftre et
c'est ainsi que LEVY et FREDRICKSON (118) expliquent 1l'exis-
tence de deux formes de HDL : °‘LPA et °‘LPB. De méme,
ALAUPOVIC et coll. ( 3 ) caractérisent une nouvelle entité
lipoprotéique sédimentant & la densité 1,21 et appelée
VHDL,, et SCANU et GRANDA (166) observent la transformation

des HDL2 et HDL3 durant la centrifugation en VHDL.
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L'"TELECTROPHORES SE

La présence de groupements polaires dans la
molécule lipoprotéinique permet & celle-ci de se déplacer
sous l'action d'un champ électrique. L'électrophorése libre,
en milieu liquide, selon TISELIUS, n'est guére utilisée que
dans le cas de lipoprotéines isolées et purifides, ce procé-
dé ne permettant pas de différencier les lipoprotéines des
autres protéines sériques de méme densité., Ctest pourquoi
1'électrophorese de zone, autorisant une révélation spécifi-

que des lipides, est utiliséde de préférence.

L'électrophorese étudie le déplacement de substances
ionisédes soumises & un champ électrique dans un milieu élec-
trolytique. Ces particules possédent alors des vitesses de
migration caractéristiques en fonction de leur charge. On
définit ainsi une molécule par sa mobilité électrophorétique ;
il stagit en fait de sa vitesse de migration lorsqu'elle est
soumise en solution libre & un champ électrique de 1 volt

par cm., Elle s'exprime en cm par seconde et par volt.

La mobilité électrophorétique dtune particule la ca-:
ractérise & condition de préciser les conditions expérimen-
tales : le pH et la force ionique du tampon, la température,

la nature du support.

Certains phénoménes particuliers a 1l!'électropho-
rése zonale peuvent &tre observés et modifier ainsi la

résolution :




- le phénomene d'électro-osmase est dli au déplacement du
tampon soumis dans un champ électriqﬁe_en présence dfun
support ionisé. Il entraine de ce fait les molécules dans
un flux hydrodynamique et nous verrons par la suite que

ce phénoméne existe plus ou moins selon le support utilisé;

~ dans le phénomene de rhéophorese, ltentralnement des subs-
tances est provoqué par l'évaporation du tampon, due a
ltéchauffement développé lors du passage du courant. Ce
phénoméne. est généralement rencontré lors d!'électrophoreése
sur papier dans une cuve en toit ; on peut y remédier en

diminuant la force ionique du tampon,

- un élargissement des bandes de migration peut &tre simple-~

ment la conséquence du phénomene de diffusion libre;

- le phénoméne d'adsorption est trés important lors de 1l'élec-

trophorése d'une macromolécule sur papier;

- et enfin, au phénomeéne d'électrophorése peut s'ajouter ce-~
lui de tamisage moléculaire. Ceci s'observe sur certains
supports dont la texture définit des pores,

Nous verrons combien le choix du support est important lors

de i'électrophorese des lipoprotéines plasmatiques.

Rapide et simple, cette méthode est couramment
utilisde pour l'analyse qualitative des lipoprotéines, C'est
le pro¢édé standard des laboratoires de biochimie clinique
pour la détermination typologique des hyperlipoprotéinémies ;
de ce fait, 1ltutilisation d'un support permettant une sépara-
- tion aussi nette et compléte que possible des différentes
classes de lipoprotéines.s'avére nécessaire. A cet égard les
divers supports utilisés en routine (papier, agarose, acétate
de cellulose, gel de polyacrylamide) présentent leurs avan-
tages respectifs mais ne sont pas dénués d'inconvénients et

une étude critique s'impose.
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Ce procdédé dtanalyse essentiellement qualitative
peut &tre en outre utilisé pour quantifier les lipoprotéines
sériques ; nous verrons méme que l'exc¢ellente individualisation
des principales classes de lipoprotéines obtenue sur certains
supports a permis d'en développer lt'usage pour la préparation

de fractions purifides.
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Préconisée par JENCKS en 1956 (105), 1'électropho-
rése sur papier en tampon classique est maintenant abandonnée
en raison de son trop faible pouvoir de résolution. En 1963,
LEES et HATCH (117) améliorent considdérablement la technique
par l'introduction d'un tampon renfermant 1 % d'albumine
humaine. Cette technique a servi de base & la classification
des hyperlipoprotéinémies décrite par FREDRICKSON et actuel-
lement la plus admise (71).

La séparation des lipoprotéines s'effectue par
une électrophorése verticale dans une cuve DURRUM. Le tampon
de migration est un tampon classique a base de véronal,
auquel on ajoute de la sérumalbumine destinée & neutraliser
les charges négatives du support et 4 modifier les phénoménes

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

La coloration des lipoprotdines est assuréde par le
noir soudan ou l1ltoil red 0. La coloration concomitante du
support est éliminéde par plusiemrs ring¢ages dans une solution
décolorante, ce qui entrafne toujours une légeére diminution
de la coloration des fractions lipoprotéiques., Ltappréciation
quantitative de chacune d'entre-elles pér lecture densitomé-
trique est donc trés imprécise, d'autant plus qﬁe la perte de
~coloration spécifique ntaffecte pas uniformément l'ensemble
des lipoprotéines mais plus volontiers les fractions pauvres

‘en triglycérides.,
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Cette technique d'électrophorése sur papier est
longue et souvent imprécise. Son pouvoir“séparateur est
faible au niveau des b&ta et pré-b&ta lipoprotdéines ; il
existe souvent un chevauchement des deux zbhes de colora-
tion (fig. 10 page 58 ) et le terme de "broad-band" employé
pour représenter le profil électrophorétique d'un type III a

été créé avec cette technique,

Néanmoins, la méthode continue & 8tre citée en
référence, et 1'0.M.S. lui donnait encore la préférence

en 1970 (11 ).

C/ L*ELECTROPHORESE SUR GEL D'AMIDON
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Utilisé en 1952 pour séparer les lipoprotéines
sériques (112), le gel d'amidon présente plusieurs inconvé-
nients. Il est délicat & préparer, & manipuler et enfin a
démouler. La concentration exacte d'un tel support est diffi-
cile & connaftre. Comparé au gel de polyacrylamide, polymcre

synthétique, le gel d'amidon est difficile a standardiser.

_ L'ennploi de ce support présente cependant un inté-~
r8t : on peut en effet facilement extraire d'un gel les pro-
duits gqui y sont inclus par simple diffusion dans une solu-
tion isotonique. MAHLEY et coll, isolent ainsi des lipopro-
téines par édlectrophorése sur bloc de GEON-PEVIKON suivie
d'un découpage des bandes sépardes et élution dans une
solution saline. Ils préparent par cette technique jusqu'a
200 mg de lipoprotéines comparables & celles que lfon peut
purifier par ultracentrifugation préparative, quant a leur
composition chimique, 1euf rédactivité immunologique, leur
taille en microscopie électronique et leur composition en

apoprotéines (129,130 ).
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FIGURE 10
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D/ L'ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE

e THS S Gk G S G GAD Wk S Gue Mg Wl SR Wep U e GO M EAD AUy MND G e Gt G GoR S MM Vem Gt e e NS MNE AKE e Gt e SO

Lt'acétate de cellulose pOSséde un bon pouvoir de
résolution mais il retient fortement les colorants des
graisses., Il existe différentes structures d'acétate de
cellulose et, sur cellogel (type gélatineux), il est souvent
utile, apreés migration et fixation des lipoprotéines par
l'alcool, d'effectuer une hydrolyse alcaline ménagée qui
transforme'le support en hydrocellulose dépourvue d'affinité
pour les colorants lipophiles (noir soudan, rouge ciba).

On peut aussi mettre en oeuvre un agent tensioactif qui em-

péche le colorant de se fixer sur l'acétate de cellulose mais

pas sur les lipoprotéines.

Avec ce support, les migrations électrophordétiques

sont rapides et les séparations des fractions béta et pré-

b&ta lipoprotéines sont nettes (fig. 11 page 60 ). Ltenregis-

trement densitométrique est aisé mais fournit des résultats

inexacts vu qu'il n'existe aucune relation lindaire entre la

concentration lipoprotdique et la quantité de colorant fixdée.

Cette méthode a d'autre part des limites et des

inconvénients :

- le support convient mal & l'individualisation des chylomicrorn

car seuls les chylomicrons natifs de grande taille restent
au point de dépbt alors que les chylomicrons sériques qui
ont déja subi l'action de la lipoprotédine-lipase migrent
en grande partie dans la zone des pré-b&ta-~lipoprotéines
et quelquefois méme au niveau des alpha-lipoprotéines re=-
couvrant tout l'électfophorégramme. CHARMAN et BRAUZLER
(50 ) ont récemment passé en‘revue les différents types
dtacétate de cellulose et concluent que son utilisation, a
propos-de sérums turbides et lactescents, peut aboutir a

la confusion des types de la classification de FREDRICKSON

]
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- la bande "broad(b " spécifique du type III n'est pas
toujours bien individualisdée et la confusion avec un

type IIp est frégquente ;

- la Lp(a) ou "sinking pre-beta~lipoprotein" n'est pas
individualisée et sa migration en position pré-F) peut

induire des erreurs de typage ( 80 ).

Aﬁssi, si 1l'électrophorese sur acédtate de cellulose
reste précieuse dans ltexploration du métabolisme lipidique
en pratique journaliere, il est souvent nécessaire de s'adres-
ser a d'autres techniques pour le typage précis des hyper-

lipémies.,

E/ L!'ELECTROPHORESE SUR AGAROSE
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Employé depuis 1968 pour la séparation des lipopro-
tédines (143), 1l'agarose est commercialisé actuellement en
couche uniforme sur un support inerte (1aboratoires Millipore,
Bio Rad, Beckman). Aprés migrafion et fixation dans un mélan-
ge alcool-acide, les lipoprotéines sont en général révélées
par le noir soudan. La coloration demande dans ce cas une

dessication prdalable du gel, opération relativement longue,

Le pouvoir de résolution del'agarose est excellent
en ce qui concerne les alpha, b&ta et pré-b&ta-lipoprotéines,
mais comme sur l'acédtate de cellulose ou le papier, en cas
d'hyperchylomicronémie, une partie des chylomicrdns migre en
trainde depuis le point de dépbdt jusqu'a la zone des pré-béta
lipoprotéines (figure 12 page 62 ). L'addition d!'albumine
humaine au tampon d!'électrophorese permet néanmoins de remé-

dier en partie a cet inconvénient.




FIGURE 12
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L'emploi de ce support ne permetvdonc‘pas de résoudre le
probléme du typage des sérums lactescents mais facilite le
diagnostic du type III (& sérum clair)'lorsqu'on utilise une
révélation particuliere par les polyanions selon SEIDEL et
coll., (173,199 ) qui ont adapté a l;électrophorése les tests
de précipitation‘proposés par BURSTEIN (41 ). Le protocole

est le suivant, il est résumé sur la figure 13 (page 64 ) :

- dans un premier temps, les VLDL sont précipitdes dans le
gel par une solution d'héparinate de sodium et de chlorure

de magnésium,

-~ dans un second teumps, les autres lipoprotéines (LDL et HDL)
sont précipitdes par une solution de sulfate de dextrane

et de chlorure de calcium,

En présence dtun type>IV, les LDL apparaissent
entre les VLDL et le point de dépbt.

En présence d'un type III, les LDL apparaissent
en aval et renforcent la premic¢re bande puisque la lipopro-
tédine anormale du type III a une migration de type LDL mais

précipite comme les VLDL.

La méthode est excellente : jusqu'd présent le
typage ne reposait que sur l'aspect de "broad-~band" obtenu
sur papier en tampon albumineux et sur les critéres quasi
obligatoires d'ultracentrifugation de flottation. Cependant,
dans notre expérience, nous avons pu constater a la suite
dtautres auteurs (136) qu'avec cette technique certains
type II1IX confirﬁés en ultracentrifugation n'étaient pas

repérés.




64

FIGURE 13
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précipitation par 1l'héparinate de sodium qui révele les

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

précipitation par le sulfate de dextran qui révecle toutes

les lipoprotdines.




Combinée a certains tests de précipitation
sélective par les polyanions, 1l'électrophorcse sur gel
d'agarose suivie d'une intégratioh deﬁsitométrique des
fractions ainsi individualisédes est utilisdée par certains
auteurs pour quantifier les lipoprotédines. Cl'est ainsi
que LOPEZ et coll. (123) apprécient les b8ta et pré-béta-
lipoprotéines d'un plasma. ‘

Il n'existe cependant aucune lindarité entre la concen-
tration en lipoprotéines et la quantitdé de colorant fixé

par chaque.classe dt'entre elles et de nombreuses objections
sont faites a cette méthode.

Le probleme de la fixation du cblorant par les lipoprotéines
se pose également dans une autre technique de quantification
basée exclusivement sur la séparation électrophordétique
obtenue sur gel d'agarose selon la technique des labora-
toires Bio Rad (94 ) et pour résoudre ce probleéme, les
auteurs introduisent des facteurs de correction ou "facteurs
de coloration". Dtautres facteurs interviennent : ce sont
des facteurs de standardisation interne qui tiennent compte
principalement de la manipulation proprement dite et de la
précision plus ou moins grande de la distribution des échan-

tillons déposés sur le gel,

En conclusion, le gel d'agarose est un support qui
devrait &tre essentiellement utilisé par la séparation ana-
lytique des lipoprotéines de sérums clairs : il ne doit &tre
employé qu'avec beaucoup de réserves pour une étude quantita-

tive.

Tous les systémes électrophorétiques précédemment

envisagés séparent les lipoprotdédines d'aprés leurs différences




de charge et donc d'apres leur mobilité électrophorétique,
sans faire intervenir d'autres propriétés physiques. L'élec-
trophorése sur gel de polyacrylamide fait intervenir, en

plus, le facteur taille moléculaire. C'est pourquoi ltordre

de migration des VLDL et des LDL se trouve modifié sur

ce support si on le compare & celui obtenu sur papier, acétate

de cellulose ou agarose :

dépbt dépdt

(5pré-(s' o  pré-p P *

papier gel de polyacrylamide
acétate de cellulose

agarose
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Le gel de polyacrylamide eét préparé par co-
polymérisation d'acrylamide et de bis-acrylamide en présence
d'un catalyseur libdérant des radicaux libres et d'un initia-

| teur. Sa formation peut &tre schématisée ainsi :

= : i I =
CH, = CHCONH, + CH, (NHCOCH = CH,),
acrylamide N, N' méthylene bis-acrylamide
Catalyseur
Initiateur
\j
4
—— C H2 - ?H —] - CH2 - ?H -] e CH2 - ?H B —
CO co co
i \ )
L :
Il\TH NH2 x I‘VH
?HZ (lJH2
NH [ NH, ) NH
) P2 1
v CO ) coO CcO
| { |
B CH2 - CH ==} == CH2 - CH w= b= CH2 - CH wmeaee
x
L. /

Ce support est particulic¢rement utile pour la

séparation des macromolécules :
- il assure une séparation rapide,

-~ les phénoménes d'adsorption et d'électro-osmose sont tres

faibles,

- on peut jouer sur la porosité et choisir la taille des
pores en fonction de celle des macromolécules a isoler.,
Deux paramétres exprimés en pourcentages définissent

généralement les gels : T et C




% T = concentration en acrylamide + concentration
en bis-acrylamide
% bis-acrylamide

% C =

% T

Récemment, RUCHEL et coll. (159) ont suivi en mi-
croscopie électronique les modifications morphologiques d'un
gel, assocides a des variations de la concentration en acry-
lamide ou en bis-acrylamide. Ils montrent ainsi qu'une aug-
mentation de la concentration en monomere induit non seulement
une augmentation de la masse structurale par unité de surface,
mais dgalement un épaississement des membranes du:gel. De
méme, il existe une relation entre la concentration en bis-
acrylamide et ltorganisation structurale définitive. Les
édifices obtenus sans agent de pontage sont formés uniquement
de fibrilles longues et fines dont la longueur diminue au
fur et & mesure que l'on augmente la concentration en bis-
acrylamide, pouvant méme atteindre 1l'état de points ou de
noeuds., Un "gel" prdéparé exclusivement a 1l'aide de bis-acry-
lamide consiste en une multitude d'unités sphériques agrégées

au hasard.

Ltemploi de ce support a considérablement simplifié
le probléme du diagnostic des hyperlipémies et le gel de
polyacrylamide nous paraft avoir un treés grand pouvoir de réso-
lution. La mise en évidence de nombreuses bandes intermédiaires
offre des possibilités supplémentaires pour le typage. Inver-
sement le fait dtobserver une bande unique sur ce support
constitue un puissant criteére d'homogénéité pour une fraction
lipoprotéique isolée par ultracentrifugation ou chromatogra-

phie.

NARAYAN, en 1965, préconise le premier l'emploi
d'un tel support (138,139 ,140 ). En 1969, PRATT et DANGERFIELD




(150) publient la méthode de préparation . d'un gel de polya-
crylamide a gradient continu de concentration. La résolution,

au niveau des lipoprotéines sériques, était déja ainsi treés

supérieure a celle obtenue avec les techniques plus classiques.

FRINGS en 1971 (74 ) puis HALL en 1972 (90) mettent au point
le systeme "quick Disc". La séparation s'effectue sur une
petite colonne. de gel d'acrylamide a gradient discontinu

de concentration. Trois sortes de gels sont successivement

coulés et polymériséds : gel de séparation, gel de concentratio

et gel de dépbdt auquel on incorpore le sérum précoloré.

La préparation des gels et de la solution colorante
distinguent les procédés.

Deux critiques st'adressent a ceux-ci :

- d'une part l'utilisation du noir soudan comme réactif de
précoloration se réveéle peu satisfaisante malgré les modi-
fications apportées par HALL. En effet, celui-ci préconise

ltacétylation du colorant qui augmente son affinité pour

les lipoprotéines et réduit de ce fait le volume de solution

colorante utilisde ; cela permet de diminuer la concentra-

tion en acrylamide et bis-acrylamide dans le gel de dépdt

et donc dfen augmenter la porosité. On pouvait ainsi espérer

obtenir une légere migration anedique des chylomicrons ;

- d'autre part, les chylomicrons ne pénétrant pas dans le
"gel selon la technique de FRINGS, sont le plus souvent

masqués par le dép8t du colorant excédentaire, ce qui rend

encore difficile le diagnostic différentiel entre les. hyper-

lipémies de type IV et V.

En 1974, SEGAL et coll. (171) publient une méthode
de précoloration des lipoprotéines par le diformazan de
nitro bleu de tétrazolium (NBT) qui, en simplifiant la tech-
nique d!électrophorese en gel de polyacrylamide, la rend de

réalisation facile et relativement rapide.

:

\
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|
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Nous présentons dans le deuxiéme chapitre une
récente méthode d'électrophorésé sur gel de polyacrylamide
en gradient discontinu de pH et de concentration (174), Cette
technique, mise au point au laboratoire, permet le plus sou-
vent de lever les doutes ou impossibilités d'interprétation
d'un lipidogramme sur l'un des supports plus classiques tel
ltacétate de cellulose, Chaque type d'hyperlipoprotéinémie
a son profil particulier et les ambigul'tés sont exception-
nelles d'un type a l'autre,

D!'autre part,‘ce support permet la mise en évidence
facile des lipoprotdines particulic¢res, comme la Lp(a) ou
la lipoprotéine intermédiaire s'accumulant dans lthyperlipémie

de type III.

L'excellente résolution des lipoprotéines sériques
obtenue sur ce support a conduit certains auteurs a 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 volume de solution saline est ici préféré a la
simple diffusion (193).

Dans le troisicéme chapftre, nous présentons"une
technique originale d'électrophorése préparative sur colonne
de gel dtacrylamide aveé élution continue des différentes
bandes de lipoprotéines (58 ). Ce systéme est appliqué a la
préparation des b8ta et alpha-lipoprotéines ; il nous a
permis dgalement d'isoler a 1'état pur la Lp(a) lipoprotéine

et d'en faire une étude partielle,

Sur le plan qualitatif, 1l'apport de 1lt'électrophorese
sur gel de polyacrylamide est indiscutable. L'utilisation de
ce support permet en outre de préparer trés facilement et a
1tétat pur certaines classes de lipoprotéines, ce qui jusqu'a
maintenant nécessitait la pratique de l'ultfacentrifugation;
C'est donc un support de choix pour l'analyse des lipoprotéi-

nes.




LES PRECIPITATITITONS SELECTIVES

P AR VOIE CHIMIQUE

A/ PRINCIPE

En 1955, BURSTEIN et SAMAILLE (37 ) montrent que
les polyanions forment avec les lipoprotéines des'complexes
insolubles en présence de cations bivalents. Ce sont les
premiers travaux d'une trés longue liste et des polyanions
aussi varids que l'héparine, le sulfate de dextrane, le
tréburon, le liquofIde, 1!' hémoclar, le sulfate d'amylopectine,
voire méme le polystyreéne sulfonate de sodium ou l'acide
phosphotungstique sont associds a divers cations bivalents
tels le calcium, le magnésium, le manganése ou le cobalt.
La précipitation des lipoprotdéines peut de méme &tre sélective
lorsquton ajoute au sérum un détergent cationique ou un

polymere neutre tel le polyvinyl-pyrrolidone.

Ces tests de précipitation sélective sont simples
et trés facilement réalisables par tout laboratoire d!ana-
lyses. Ils ont été exploitéds par de nombreux auteurs et sont
a la base de plusieurs schémas proposant la quantification
des lipoprotéines sériques, trés intéressante & considérer

en pathologie.
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B/ LES PRECIPITATIONS SELECTIVES
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Avec BERVFELD (15 ) et ONCLEY (145), BURSTEIN et
SAMAILLE (37 ) montrent les premiers en 1955 que dans certaines
conditions, les .lipoprotéines sdériques dé basse densité pré-
cipitent a pH neutre par formation de complexes insolubles
avec des poiysaccharides sulfatés de haut poids moldéculaire
tels ltamylopectine et le sulfate de dextrane, ou de poids
moléculaire plus faible tel 1l'héparine ; dans ce dernier cas,
il faut ajouter un cation bkivalent, De trés nombreux auteurs
avaient déja décrit la formation de complexes solubles entre
d'autres protdéines sériques et des polysaccharides sulfatés
(21 ,100). Cependant, 1l'affinité de ces derniers est beau-
coup plus grande pour les béta-lipoprotédines; et BERNFELD
et coll. montrent qu'avec de faibles concentrations en
polysaccharides dans une zone de pil allant de 7,5 & 8,6,
seules st'établissent des interactions avec les béta-lipopro-

téines (16 , 18 ),

Les complexes ainsi formés sont, soit solubles,; soit

insolubles, selon la nature chimique du polysaccharide utilisé.

En 1957 (38 ), apparaissent d'autres composdés sul-
fatés, tel 1le sel de sodium de l'acide polyanéthol sulfonique,
qui précipitent les lipoprotéines de basse densité en présence

de calcium.

Faisant varier les conditions expérimentales (nature
du cation, concentration des rééctifs, force ionique) BURSTEIN
décrit en 1962 (30 ) la précipitation des HDL par les poly-
saccharides sulfatés jusqutalors utilisés pour celle des

lipoprotéines de faible densité. Dans des conditions expéri-
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mentales parfaitement définies, il est possible de précipiter

sélectivement une classe particulic¢re de lipoprotéines.

Des anions autres que les polysuifates peuvent &tre
employés et l'addition de cations bivalents s'impose. C'est
ainsi que BURSTEIN en 1963 (3] ) obtient des complexes entre
les .lipoprotéines de basse densité et le phosphotungstate
de sodium, En‘1970 (40) les lipoprotéines de haute densitd

sont précipitées par le méme polyanion.

De telles interactions sont égalément obtenues avec
des polyphosphates inorganiques ( 33) ou avec de simples
anions : des tétracyclines (113), des sels biliaires, des

acides gras et le lauryl-sulfate de sodium ( 35).

Des techniques basées sur la formation de ces
complexes insolubles lipoprotéine-polyanion-cation sont alors
largement développées. BURSTEIN et SCIIOLNICK (41 ) ont
récemment rapporté les trés nombreuses méthodes basées sur
ce principe et assurant une précipitation sélective des

lipoprotéines.,

b) - Spécificité de la précipitation
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Lorsqu'elle doit &tre sélective, la précipitation
polyanionique des lipoprotéines réclame des exigences expé-
rimentales particulicéres. En effet, les lipoprotéines ne
précipitent pas toutes dans les mé&mes conditions : on peut
jouer sur la nature du polyanion et celle du cation, sur la
force ionique et le pH du milieu réactionnel et enfin sur

les concentrations finales respectives des trois réactants.

La formation du complexe insoluble lipoprotéine-

polyanion-cation est plus facilement obtenue avec les chylo-
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microns et les VLDL qu'avec les LDL, et plus facilement

avec les LDL qu'avec les HDL, Ce fait-sfexplique par un
rapport croissant protéine/lipide. C'est ainsi qutune pré=
cipitation sdlective des différentes classes de lipoprotéines
peut &tre obtenue avec un méme polyanion et en présence du »
méme cation, en augmentant progressivement la concentration

des réactifs.

c) - Nature de l'interaction
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La facilité avec laquelle se forme le complexe
dépend du rapport protéine/lipide, mais non de la composition
lipidique des lipoprotéines précipitées. BURSTEIN en 1970
(43) précipite les lipoprotéines anormales d'un sérum icté-
rique et les VLDL dans les mémes conditions, malgré leur
teneur tres différente en lipides; Cependant, dans les deux

cas, leés rapports protéine/lipide sont sensiblement égaux.

La formation des complexes peut s'expliquer par
une interaction électrostatique st'établissant entre le po-
lyanion et l'apoprotéine. Le complexe soluble ainsi obtenu
est ensuite précipité par le cation bivalent. La nature de

ltapoprotéine est trés importante :

- En absence de cations bivalents, il y a une
grande diversité des pH exigés pour la précipitation des

différentes classes de lipoprotdines par 1l'héparine ( 40 ).

- En utilisant des LDL acétylées, NISHIDA et COGAN
(142) montrent que les groupes polaires des protéines sont
responsables de l'interaction sulfate de dextrane-LDL formant
ainsi un complexe soluble., Des liaisons supplémentaires entre
les charges négatives du polyanion et des LDL et les charges
positives du cation bivalent sont enfin responsables de la

conversion en complexe insoluble,

Par contre, pour d'autres auteurs (17, 47 ),les
polysaccharides sulfatés se combinent aux'groupements posi-
tifs des phospholipides des LDL, La partie protéique n'est

donc pas essentielle.




Néanmoins, les lipides sont nécessaires pour la
précipitation. BURSTEIN montre en 1970 que, aprés délipida-
tidn des DL, les apoprotéines solubles ne sont pas précipi-
tdes par les polyanions dans les mémes conditions que la

lipoprotdéine entidére (40 ).

Quelle que soit l'hypothese retenue il faut noter
que les polysaccharides sulfatéS'ét les phosphotungstates
de sodiwum ne forment pas de sels insolubles avec les cations
bivalents., Lorsque la précipitation des lipoprotdéines est
obtenue avec les polyphosphates, les tétraﬁyclines ou les
détergents, l'association de ces réactifs et du cation bi-
valent résulte en un sel insoluble, entrainant la précipi-

tation des lipoprotéines.
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La précipitation des lipoprotédines a lieu également
lorsquton ajoute au sérum un détergent cationique tel le bro-
mure de cétyltriméthylammonium ou le cétavlon, et un polyélec~

trolyte de charge opposée sous forme d'héparine (34 ).

Lorsqu'on remplace le couple détergent - polyélec-
trolyte par deux polyélectrolytes de charge opposée (par
exemple le lauryl-sulfate de sodium et le cétavlon), les
lipoprotdéines restent en solution. Il en résulte que leur
précipitation est lide a la formation d'un complexe soluble
lipoprotéines - détergent. Celui-ci flocule en présence d'un

électrolyte qui forme avec le détergent un sel insoluble.
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La précipitation des lipoprotéines s'obtient
également par interaction de ces macromolécules avec un
leymére neutre, le polyvinyl-pyrrolidone.

A pH neutre et dans un milieu hypertonique a base

de chlorure de sodium, le polyvinylépyrrolidone précipite
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sélectivement les chylomicrons, les VLDL et les LDL ;

les concentrations de polyvinyl-pyrrolidone nécessaires
pour obtenir cette précipitation sont plus Taibles pour

les chylomicrons que pour les VLDL ( 36) et plus faibles

pour les VLDL que pour les LDL (19 ; 32 ).

GORDIS et BIERMAN utilisent la précipitation par
le polyvinyl-pyrrolidone des lipoprotéines d'un sérum
opalescent ou turbide pour traduire, soit un défaut dtépu-
ration des lipoprotéines riches en triglycérides (chylo-
microns et VLDL), soit une hypersynthése hépatique de
VLDL qui, lorsqu'elles sont de grande taille sont désignées
sous le nom de lipomicrons. Dans le test de GORDIS (144),
la précipitation g'effectue dans une colonne a gradient de
concentration en polyvinyl-pyrrolidone de O a 5 %. Le test
de BIERMAN (20 ) consiste a déposer le sérum au fond d'un
tubé contenant une solution aqueuse de polyvinyl-pyrrolidone
4 3 %. Aprts une nuit & 37° C, les chylomicrons se rassemblent
en surface, alors que les lipomicrons diffusent en trainde

sur toute la hauteur de la colonne liquide.

C/ APPLICATIONS

La presque totalité des hyperlipoprotéinémies se

traduit par une augmentation du taux des lipoprotéines du
groupe bé&ta : b&ta-lipoprotéines lourdes (type I¥A)’ pré-
bé&ta-lipoprotéines légéres (type IV ou V) ou ensemble des

bé&ta et des pré-bé&ta-lipoprotéines (type 1T, mixte). Le

dosage des bé&ta et des pré-bl&ta-lipoprotéines sériques pré-
sente donc un intéré&t majeur dans le diagnostic différentiel
de ces hyperlipoprotéinémies. Dans ce but, il convient de
disposer de techniques d'analyses simples et rapides permettan
outre lt'identification précise du trouble lipidique, de

suivre 1ltévolution dt'une hyperlipémie ou dfen faire un
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Parmi les quatre types de méthodes utilisables :
l'ultracentrifugation, 1l'électrophortse, la précipitation
immunologique et la précipitation chimique, seules les deux
dermicres se prétent aisdment et efficacement pour les ana-
lyses de routine. Du fait de la composition‘protéique des
lipqprotéines, les techniques immundlogiques ne.permettent
pas de différencier entre elles les deux groupes béta et

pré-bé&ta-lipoprotéines (44 )..

C'est pourquoi les méthodes de précipitation

" sélective par voie chimique. s'avérent particulicerement

intéressantes. Certains protocoles de quantification des
lipoprotéines les combinent & l1l'électrophorese (123), d'autres
ne font appel qu'a leurs seules propriétés de précipitation
sélective. C'est ainsi que WILSON et coll. (203,204 ) décri-
vent unc méthode utilisant le dOSAge du cholestérol des
lipoprotéines sépardes par deux étapes de précipitation.
Dans ce protocole, les VLDL sériques sont précipitées dans
un premier temps par le lauryl-sulfate de sodium et on
mesure la concentration en cholestérol du surnageant qui
contient les IIDL et les LDL. Dans un second temps, les VLDL
et les LDL sont précipitées par un complexe polyanion-~cation
divalent et on mesure la concentration en cholestérol du
surnageant qui ne contient plus que les HDL., A partir des
valeurs obtenues et du cholestérol tetal, on calcule, par
difféfence, le taux de cholestdérol des VLDL et des LDL,

La figure 14 (page 78 ) résume les principaux temps de la

méthode,

Deux autres réactions de floculation sont utili-
sées par GIRARD et coll. ( 86 ) pour quantifier les lipopro-
téines : la précipitation de l'ensemble b8&ta-lipoprotéines

+ pré-béta~-lipoprotéines par addition de sulfate de dextrane
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Précipitation par 1'héparine
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FIGURE 14
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et de magnésium, et la précipitation‘des'préubéta-lipoprotéines
(et les chylomicrons éventuellement présents) par action du
lauryl-sulfate de sodium. Ces précipitations se pratiquent
directement sur le sérum et se pré&tent aisément & des adapta-
tions autoﬁatiques (45, 46 , 86 ). La nesure de ltintensité
du trouble développé met en oceuvre un fluondéphélométre. Les
résultats sont exprimés en grammes par litre de lipides 1liés

aux lipoprotéines,

Un troisiéme exemple d'application des tests de
précipitation sdélective des lipoprotdines par voie chimique
est donné dans le second chapitre olt nous décrivons une tech-
nique simple et reproductible d'apprdéciation semi;quantitative
des lipoprotéines de basse densité (75 ). £lle est suscepti-
ble d'étre utiliséde dans les laboratoires de routine et couple
deux tests turbidimétriques décrits par BURSTEIN et coll,

(39,42 ).
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L A DIFFERENCIATION

IMMUNOCHIMIQUE

En premicre analyse, les lipoprotéines sériques
se répartissent en deux grandes catégories immunologiguement
distinctes, les alpha-lipoprotéines d'une part et les bé&ta-
lipoprotéines d'autre part. Il existe une parenté immunolo-
gique évidente entre les LDL et les VLDL, c'est pourquoi les
imnunsérums usuels ne permettent pas la distinction entre
b8ta et pré-héta-lipoprotéines, mais rdalisent simplement

la distinction alpha/béta.

Les caractéristiques immunologiques des lipoprotéines
sont apportées par les apolipoprotéines, la copule lipidique
intervenant pour renforcer la réactivité (hapténe), ou au
contraire, pour dissimuler certains déterminants antigéniques.
De récents travaux montrent l'importance des apoprotéines
dans le métabolisme des lipoprotdéines (66 , 114 ) et certains
auteurs, comme ALAUPOVIC, n'hésitent pas & classer les lipo-
protéines en familles (LPA, LPB, LPC, LPD) ( 2 ). Les apoli-
poprotdines peuvent &tre dosédes immunologiquement par tous les

proédéds classiques :

- immunoprécipitation ou mesure de la hauteur du précipité

immun en tube capillaire ( 96),

- immunoprécipitation en milieu gélifié (immunodiffusion
radiale simple (107, 116 ) ou électroimmunodiffusion

(65,127),

- desage radioimmunologique (10,167, 168),
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- immunonéphélométrie ( 85). Cette méthode est une applica-
tion de la précipitation en milieu liquide et vient d'étre
adaptde & 1'analyse automatique. Le trouble formé lors de
la réaction antigCne-anticorps est apprécié a ltaide d'un
fluorimétre muni de deux filtres primaire et secondaire
identiques de fagon a mesurer la quantité de lumiere dif-
fusée par le précipité. Il devient ainsi possible de me=
surer la concentration des alpha ou celle des b8ta-lipo-
protéines selon 1'immunsérum mis en oeuvre, au cours de

grandes séries de dosages.

Une autre application de l'immunologie au domaine
des lipoprotéines est la détermination du caractére Lp(a)
positif ou négatif des sujets. La mise en évidence de cet
antigéne nécessite un immunsérum spécifique anti-Lp(a) obte-
nu en deux temps. Nous en détaillerons la préparation ulté-
rieurement. La Lp(a) est alors détectée par double diffusion

en gélose (12) ou mieux par immuno-diffusion radiale ( 6 )

‘ou électroimmuno-diffusion (194). Ces deux derniéres méthodes

permettent en outre la quantification immunologique de cette
lipoprotéine dont la concentration sérique varie entre les
individus et dont la signification pathologique reste a

préciser.

L'immunologie permet également la mise en évidence
de la lipoprotéine anormale, la Lp (X), caractéristique de
la cholostase. Cette lipoprotéine posséde certaines des ca-
ractéristiques des pré-béta-lipoprotéines, mais sa mobilité
sur gélose est différente. L'observation d'un prébipité
immun dans la zone cathodique lors de la révélation par un
immunsérum anti-pré-bé&ta-lipoprotéines (anti-apo-C) (172) est
un signe éloquent en faveur de la présence de la Lp(X) dans
le sérum examinéd. Son dosage précis peut 8tre réalisé par

divers moyens, en l'occurence par des méthodes immunologiques

(111).
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LA CHROMATOGRAPHTIE

Le fractionnement des lipoprotédines sériques pose
trés souvent le probléme de leur instabilité. La plupart des
procédés emplovés (électrophorise, ultracentrifugation, for-
mation de complexes insolubles) sont gdénéralement agressifs
et drastiques et modifient la structure des macromoldcules

isolédes (118, 175).

Les lipoprotéines purifides doivent 8tre intactes
qualitativement et de nombreux auteurs préconisent dans ce
but une chromatographie de tamisage moléculaire. Dans un tel
contexte, les lipoprotéines sont uniquement soumises aux for-
ces de diffusion et restent en solution tamponnée pendant

toute la durée de l'isolement.,

‘ Comparée & la méthode de référence qu'est lfultra-
centrifugation, cette méthode est beaucoup plus rapide. Elle
offre de plus l'avantage d!'une possible distribution des 1li-

poprotéines en fonction de leur taille.

La chromatographie sur colonne des lipoprotéines
plasmatiques est utilisée par différents auteurs sur des
supports aussi variés que l'hydroxylapatite ( 54), des billes
de verre (48, 51 ), des échangeurs d'ions type DEAE cellulose
microgranulairek(ZZ ,104,132, 181 ), des gels Séphadex
(23,67, 68, 70) et enfin les gels d'agarose qui, de

tous les supports présentés, fournissent les meilleurs

résultats, Ils ont été utilisés par de nombreux auteurs




(108,]34 s 151,162,163 :1196 ) et il semble que le Bio Gel
A -~ 5 m (agarose & 6 % (p/v)) préconisé par RUDEL et coll.
( 160) posstde une porosité satisfaisante pour isoler quanti-

tativement les lipoprotéines en trois fractions distinctes

et parfaitement pures.

Souvent employée dans un but essentiellement pré
paratif, la chromatographie des lipoprotéines sur colonne
de gel d'agarose peut cependant &tre utile sur un plan plus
théorique et donner des informations sur la structure des
composés isolds (108) ou sur leur masse moléculaire (134),
ou m8me aider au typage d'une hyperlipémie : c'est ainsi que
le diagramme d'élution obtenu par SHEPHERD et coll. {175}
aprés chromatographie des lipoprotéines d'un sérum dyslipémique

de type III est tout a fait caractéristique,

Des édtudes récentes d'intefactions entre la con-
canavaline A et les classes majeures de lipop;otéines ont
permis l'application du principe de la chromatographie d'af-
finité & la séparation des lipoprotéines d'un sdérum total
(60) ou au sous-fractionnement des lipoprotéines séparées
par ultracentrifugation (126,176 ). Cette méthode est tres
spécifique, Elle fournit des lipoprotéines extr@mement pures
et doit &tre recommandée pour la préparation de solutions

dt'antighnes.

En conclusion, la chromatographie sur colonne s'avére
trés utile &4 l'isolement des lipoprotéines. De tous les prin-
cipes présentés (chromatographie d'adsorption, d'échanges
d'ions, de tamisage moléculaire, d'affinité), la chromatogra-
phie de tamisage moléculaire sur gel d'agarose est la plus

courcamment employée.

Rarement appliquéde seule, elle intervient souvent
comme seconde étape d'une purification, la premiére faisant

généralement appel a ltultracentrifugation,
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INTRODUCTION

D'implication pathologique encore treés incertaine,
la Lp(a) lipoprotéine a suscité de nombreux travaux. Cepen-—
dant, beaucoup de questions restent actuellement poséecs quant
a l'isolement, la structure, la composition exacte et le

métabolisme de cette macromoldécule particulicre.

Nous nous proposons de rappeler bricvement. quel-
’ . - I
ques données acquises sur ce sujet, avant de présenter dans
la seconde partie de ce mémoire une technique originale
d'électrophorése préparative des lipoprotéines qui, couplée

a ltultracentrifugation, nous permet d'isoler la Lp(a).

Son obtention a 1'état pur est la base dt'une partie
de notre travail actucllement en cours au laboratoire. Le

dernier chapftre en présente les premiers résultats.
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LA Lp¢(a) LIPOPROTEINTE:
DEFINITION ET CARACTERISATION

DANGS L E PLASMA

A/ DEFINITION
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La préparation d'un hétéro-immunsdérum chez le lapin
a permis en 1963 la découverte par BERG d'un nouveau systéme
génétique : le systéme Lp (12 ). Deux phénotypes Lp (a +) et

Lp(a -) sont mis en évidence par immunodiffusion radiale.

En 1968, le facteur antigénique Lp(a), associé a
un variant géndétique polymorphe des LDL (13 ), est retrouvé
dans une fraction de densité élevée (1,050 <‘d < 1,120)
(169, 198 ). GAROFF en 1970 le caractérise par électrophorese
sur gel de polyacrylamide (83 ). ‘

Pour certains'auteurs, il stagit d'une sous-fraction
de pré-b&ta-lipoprotéines, appelée "sinking-pre=fb-lipoprotein"
(155) ou encore pré-ﬁ1— lipoprotéine (14 , 55 ) ; d'autres

la définissent comme une sous-fraction des LDL (135, 147).

La caractérisation de la Lp(a) dans le plasma fait

appel a des méthodes délectrophorétiques et immunologiques.
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Sur les supports classiques d'électrophorese
(agarose, acétate de cellulose, papier), cette lipoprotdine
migre en position pré-b&ta (155) ; son repérage est de ce
fait quasiment impossible et elle est tres souvent responsas-
ble d'une augmentation des pré-ﬁnlipoprotéines rencontrée

chez certains sujets normotriglycéridénimiques.

Son individualisation par dlectrophorcése nécessite
une séparation sur gel de polyacrylamide (83 ) et nous verrons
que l'emploi d'un gradient discontinu de pH et de concentra-
tion permet son identification (174). Sur ce support, la Lp(a)

se situe Jjuste au-~dessus des LDL.

Bien qu'une communauté antigénique trés dtroite
existe entre les LDL et la Lp(a), 20 % de la copule protéique
totale de la Lp(a) sont spécifiques a cette molécule ( 6 ),
définissant ainsi 1'apo~Lp(a) qui développe avec un immunsé-
rum correspondant un arc de précipitation caractdédristique. Sa
recherche dans le plasma se fait donc triés simplement par des

méthodes classiques d'immunodiffusion ou d!immunoélectropho-

rése (6 , 12 , 194),




ISOLEMENT, PROPRIETES PHYSTIQUES,
STRUCTURE ET COMPOSITTION

CHIMIQUE DE LA Lp(a)
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Plusicurs protocoles d'isolement de la Lp(a) lipo-

protéine sont décrits dans la littérature.

Trois raisons majeures rendent la purification de

cette lipoprotéine relativement difficile :

- sa densité est intermédiaire entre celles des LDL et des

HDL (169),

- sa structure est instable et la molécule isolée se polymé-

rise rapidement (177),

- enfin, sa présence dans le plasma est quantitativement trés

variable, mais souvent faible ( 6 ).

Tous les schémas d'isolement proposdés préconisent
ltultracentrifugation de flottation avec ajustements intermé-
diaires des densités ( 95 ). La purification est ensuite com-
plétée par chromutographie sur hydroxylapatite (186), ou par
tamisage moléculaire sur sépharose (62 , 119,177 ) ou agarose
(6 ). Les rendements obtenus sont trés faibles et la fraction
de Lp(a) ainsi préparée n'est généralement que partiellement

purifiéde.




Plus récemment, WALTON et coll;.(194) associent
une prdécipitation par le sulfate de dextrane (146), 1tultra-
centrifugation prdéparative (95 ) et une chromatographie d!'affi-
nité (194). La Lp(a) est alors obtenue sous une forme parfai-

tement homogene.,

B/ PROPRIETES PHYSIQUES
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Le tableau ci-dessous résume quelques caractéris-
tiques physiques de la Lp(a) lipoprotéine. Elles ont &étdé dé-
finies par SIMONS et coll. en 1970 (177).

CARACTERISTIQUES
6
l
( 1 )*( 4 'y 8 . 1 O
Masse moléculaire ok 6
(2) 5,6 . 10
Densité (en g/ml) 1,050 - 1,120
Structure sphérique
. o]
Diamétre moyen {(en A) 255
Point isoélectrique 4,9

¥ définie par tamisage moléculaire sur une colonne de

sépharose 2 B

¥x¥ définie en microscopie électronique
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C/ STRUCTURE ET COMPOSITION CHIMIQUL
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La Lp(a) lipoprotéine se dissocie en trois compo-—
sants (61 , 185,192 ). Les propriétés immunologiques, la mo-
bilité dlectrophorétique et le comportement en ultracentrifu-
gation étant particuliers & chacun d'entre-cux, il est possi-

ble de les identifier :
- 1l'un est assiﬁilable 4 des LDL (¢ F)—LDLZ"),
- un autre'contient de l'albumine,

- un troisicme porte le déterminant antigdénique spécifique a

la Lp(a) : c'est la protéine Lp(a).

Des études quahtitatives montrent que la partie
protéique de la Lp(a) lipoprotéiné est formée de 65 % d'apo~B
(apoprotéine des LDL), 20 % de protéine Lp(a) et moins de
15 % d'albumine ( 61, 192),

La dissociation de la Lp(a) peut se produire spon-
tandment ou aprés traitement chimique par 1l'urde ou des déter-—
gents tel le Triton X-100 (185). Les auteurs dmettent alors
1'hypothtse d'une liaison hydrophobe entre la "F)—LDLZ" et

la protéine spécifique Lp(a).

Le r8le et méme la présence de 1l'albumine dans la

molécule de Lp(a) restent encore trés controversés :

- UTERMANN et coll, (185) constatent que les préparations ob-
tenues aprcs chromatographie sur hydroxylapatite sont beau-
coup plus stables que celles purifides sur sépharose : des
cations bivalents consolideraient le complexe Lp(a) et se-

raient fixés facilement par la sérumalbumine.

-~ pour EHNHOLM et coll. (61 ), le fait que la Lp(a) lipopro-
téine, sous sa forme homogéne, réagisse en immunodiffusion

radiale, 4 la fois avec un immunsérum anti~LDL et un immune-
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séruwna anti~Lp{a) mais non avec un immunsérum anti-albumine,
est la preuve que l'albumine fait partie intégrante du com-

plexe.

Pour dt'autres auteurs, cette conclusion est mise en
doute (194) : s'agit-il d'un déterminant antigénique masqué
et révélé lors de la dégradation de la lipoprotdine ou d'un

contaminant ?

Lorsqu'elle n'est pas dissocide, la Lp(a) lipopro-
téine se comporte comme une moldécule homogeéne. Elle contient

65 % de lipides, 27 % de protdines et 8 % de glucides.

La composition lipidique est trés proche de celle
des LDL (109,119 ,177 ,186 ). L'analyse de la composition en
acides aminés et en glucides distingue ces deux lipoprotéines

(61,177),

Le tableau ci-dessous donne la composition lipidique

de la Lp(a) comparée & celle des LDL.

Fraction de Références Lipides : en % de lipides
lipoprotdind “°+¢T° S totaux (p/p) "Lipides
————————————————————————— -ﬂa-:-——,—.w—-—-n—
CE CcL TG Phospho. Pl?;j;?es
SIMONS et 59 14 3 24 1,8
coll. (177)
Lp(a)
LINDEN et 51 13 8 28 3,0
coll. (119) ”
SIMONS et 56 13 5 26 3,7
coll. (177)
LDL
LINDEN et 52 13 6 29 3,3
coll. (119)
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Nous pourrions le compléter par d'autres analyses
indiquant une distribution similaire des phospholipides ma-
jeurs dans les deux lipoprotéines. La Lp(a) contient essen~
tiecllement de la phosphatidyl-choline et de la sphingomyéline,
un peu de lysolécithine et de cérébrosides,.et des traces de

phosphatidyl-4thanolamine (109, 192 ).

Les lipides neutres sont formés de 60 % de choles-
térol dont 2/3 sont estérifids et beaucoup d'auteurs s'accor-
dent pour ﬁrouver un taux de glycérides faible ( 6 ,119 , 177,
186,192 ), Cependant, VOGELBERG ct coll. (192) faoisant état
de variations individuelles: considérables intervenant dans la
composition de la Lp(a), isolent du plasma d'un sujet unc
fraction composée presque exclusivement de glycérides partiels

(mono et diglycérides).

La composition en acides aminéds de la lipoprotéine
Lp(a), molécule homogtne, ressemble également a celle des LDL
(6] ,]77). Cependant, l'examen du tableau ci-aprés révele
quelques différences et c'est ainsi que'le taux de cystdéine

est epviron 3 fois plus important dans la Lp(a).




93

S ant R ) e e My da S LS W Ep A S Mab WS Y GAE S W Mok I M Sev Mmh v WAL e S M e e SR WD ew A G GRS T s W Gm A e e S me S

—— e N o 0 G Gt e WBE aip B W} A R e W et e e St O G fear et N e M e G TR s Gt e W SN Sm b G Ran Goas G G A Bk GV B B W W s 300 S

(177)

Acide aminé Lp(a) LDL
Lysine ' 62,8 75,9
Histidine 21,3 23,0
Arginine 4o, 33,3
Acide aspartique 9é,9 106,7
Thréonine 68,0 65,2
Sérine ' 78,2 80,2
Acide glutamique 117,8 - 122,0
Proline ' 5,1 39,7
Glycocolle 75,1 52,1
Alanine 82,6 61,4
Cystéine 17,8 6,0
Valine 60,1 55,51
Méthionine 15,8 17,1
Isoleucine 43,5 56,7
Leucine . 84,9 118,6
Tyrosine - 34,8 . 30,3
Phénylalanine 35,2 A 50,4
Tryptophane 8,7 6,4

/'n\)
e,




Dans la littérature, trt¢s peu de renseignements
sont donnés quant a4 la protéine Lp(a), spécifique de la molé-
cule et mise en évidence aprés dénaturation du complexe lipo-
protéique., Il serait dés lors intéressant de connaftre la com-
position en acides aminés et de ddéterminer la structure de

cette protéine particulicre.

Si la composition lipidigque, et, dans une moindre
mesure, celle en acides aminés de la Lp(a) et ides LDL se res-

semblent, l'analyse de la composition en glucides distingue

ces deux lipoprotéines (177).

SIMONS et coll, (177) ont détermindé le taux d'he-
xoses, d'hexosamines et d'acide sialique de la Lp(a) et des
LDL isolées du plasma de trois sujets différents. Le tableau

suivant fait état de leurs résultats.

o s e o e o e W A DS W S e d e N G e S She Gy el v G 008 M e SeS S G Ww T B0 e @ W W S B W0 W SUR Gem mme WS Me ¢ Web S Sme mm T
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(177)
I»g/mg‘de protéine Hexoses Hexosamines Acides sialiques
1 LDL b7,k 24,7 11,7
: Lp(a) 101,0 72,9 60,0
2 LDL 66,6 32,8 9,9
: Lp(a) 113,0 101,0 79,0
3 : LDL 49,8 27,2 9,7
: Lp(a) 110,0 78,0 59,0
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Comparde aux LDL, la Lp(a) lipoprotéihe est environ
3 fois plus riche en glucides, contenant 2 fois plus d'hexo-
roses, 3 fois plus d'hexosamines et 6‘fois plus dltacide sia~
lique. Les hexoses sont représentés par le mannose et le ga-
lactose : en quantité égale dans la Lp(a) et plus de mannose

que de galactose dans les LDL,

Les LDL contiennent uniquement la N-acétyl-glucosa~
mine, a2lors que la Lp(a) possdde en plus la N-acétyl-galacto-

samine.

Enfin, on trouve 6 fois plus d'acide sialique dans
la Lp(a). Ce contenu trés élevé en acide sialique pourrait
expliquer certaines caractéristiques physiques de la Lp(a) :
son point isodlectrique (pHi) relativement bas, sa mobilité
électrophorétique en position pré-béta sur agarose, et enfin

sa rétention sur des colonnes échangeuses d'anions (158).
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DOSAGE DE LA Lpd(a)
DANS LT PLASMA

METABOLIGSME

INCIDENCE PATHOLOGIQUE

La Lp(a) lipoprotéine posscde dans sa molécule
20 % d'apoprotéine Lp(a) spécifique, rdagissant avec un
immunsérum anti-apo Lp(a) pour donner un arc de précipita~
tion caractéristique., De ce fait, son dosage dans le plasma
se fait par des méthodes immunologiques classiques d'immuno-
diffusion radiale selon la technique de MANCINI ( 6 ), ou
dtimmunoélectrophorése monodimensionnelle selan LAURELL (194).
Dans les deux casy il y a proportionnalité entre le taux
d'antigéne Lp(a) et, soit le carré du diamdtre de 1'anneau
de précipitation, soit le carré de la hauteur des pics

("rockets").

Récemment, la mise au point d'un dosage radioimmu-
nologique a permis de détecter et de doser des quantités
extrémement faibles d'antigéne (170). Cette méthode nécessite
la préparation d'un immuno-adsorbant couplant des anticorps

anti~Lp(a) & du sépharose activé par le bromure de cyanbgéne.

Par immunodiffusion radiale, ALBERS et coll. ( 6 )
montrent que 92 % des sujets d'une population prise au hasard
possédent un taux de Lp(a) supérieur & 1,5 mg/100 ml de sérum,

limite inférieure de sensibilité de la méthode. Ils trouvent
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une concentration moyenne dans le plasma de 14 mg/100 ml,

la valeur maximale obtenue lors de leur étude dtant de

76 mg/100 ml. ’ -
L'expression du phénotfpe Lp(a) est sous contrile

génétique,

Pour BERG, en 1963, cc contr8le semblait &tre
qualitatif ( 12) dépendant dtun géne autosomal dominant.
Depuis, dec nombreux travaux suggérent un contrdle quantitatif

(6 461 ,62 5 91 157, 187)

La mise en oeuvre du dosage radioimmunclogique, mé~
thode rapide et précise, a pernis de faire une étude statis-
tique et d'expliquer ainsi une distribution du phénotype

selon une courbe bimodale (170).

Une étude génétique familiale ménde récemment
semble effectivement indiquer un mode de contrdle gdéndtique
de l'antigéne Lp(a) par un seul locus autosomal a effet
majeur. Il y aurait au moins deux alléles sur le gténe, et
lt'expression de ceux=-ci serait affectde par divers facteurs

(178).

Le métabolisme de la Lp(a) reste actuellement sans
schéma. Pour WALTON et coll. (194), la voie de synthése de
la Lp(a) serait paralléle & celle des LDL : ces auteurs re-
trouvent en effet une partie de la réactivité Lp(a) dans la

fraction VLDL.

Beaucoup d'auteurs stinterrogent sur ltincidence
-pathologique de cette lipoprotéine particulicére qu'est la
Lp(a). Elle a été trouvée avec une fréquence beaucoup plus
élevée chez des sujets atteints d'infarctus du myocarde

(14,49 , 55, 73 ), dtathérosclérose coronarienne

(149,182 , 191 ) ou d'artérite (102) que chiez des sujets sains.

|
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Pour certains auteurs, la concentration en Lp(a) dans le
plasma d'un sujet hyperlipémique est toujours augmentde,

et ce, quel que soit le type de 1lthyperlipdémie (194) ; pour
d'autres, cette éldévation n'exisle que dans le type IIA,

une diminution interviendrait méme dans les type IIB'( 5°)

ou IV. Trés rdécemment, OSE et coll. ( 147) ont montré que la
présence de sous-fractions b&ta-lipoprotéines dans le

plasma, dont l'une a les propriétés antigdéniques de la Lp(a),
constitue un facteur de risque supplémentaire du développement
d'une athérosclérose coronarienne séveére, méme en l'absence

de toute autre hyperlipoprotéinémie,
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ANALYSE QUALITATIVE ET SEMI-QUANTITATIVE DES LIPOPROTEINES

ETABLISSEMENT D'UN BILAN LIPIDIQUE



101

INTRODUCTION

La classification des hyperlipémies telle qu'elle
a été proposde par FREDRICKSON a représenté un réel progres,
en permettant d'adapter la thérapeutique diététique ou médi-

camenteuse a chaque type d'hyperlipoprotdéindmie,

Néanmoins, les méthodes de typage qui sont a la
base de cette classification sont imparfaites et, en parti-
culier, le lipoprotéinogramme sur'papier en tampon albunineux
ne permet pas une analyse différentielle parfaite des lipo-

protéines plasmatiques.

Comme il est, de plus, intdéressant de pouvoir
estimer 1'importance des lipoprotéines de basse et de tres
basse densités, de nombreuses tentatives ont ¢été faites pour
les apprécier quantitativement dans le plasma. L'ultracentri-
fugation reste la méthode de référence ; nous en avons déja
rapporté la complexité. La mise au point de techniques simples,
reproductibles, facilement accessibles a tout laboratoire de

biochimie clinique était donc souhaitable.

Deux nouvelles méthodes d'analyse des lipoprotéines

sont présentées dans ce travail :

- la premiére est une adaptation de techniques antérieurement
proposées par d'autres auteurs (74,90 ) ; elle fait appel
a 1'électrophorése sur gel de polyacrylamide en gradient
discontinu de pH et de concentration et permet une sépara-

tion fine des différentes classes de lipoprotéines (174),




- la seconde, trés simple, utilise la précipitation sélective
pdr les polyanions et lés détcrgmmté, deux tests décrits
par BURSTEIN ( 39 ,42 ), pour apprécief guantitativement
les LDL et VLDL. Elle permet le dépistage, le typage sim=-

plifié et la surveillance des hyperlipdémics.
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ELECTROPHORESE EN GEL

D E POLYACRYLAMIDE

’

A/ INTRODUCTION

L'analyse qualitative précise des différentes
classes de lipoprotéines plasmatiques fait appel soit 2
ltultracentrifugation, soit beaucoup plus couramment a

1'électrophorese de zone.

Dans la revue générale, la valeur de chacun des
supports classiquement utilisés pour.la séparation électro-
phordtique des lipoprotéines a été mise en cause. Elle est
trés indgale et aucun d'entre eux n'est recommandable sans
restriction pour aider au typage d'une hyperlipdémie ( 81 ) ;
par contre, ltapport de 1l'électrophorése sur gel de polyacry-
lamide est indiscutable. En effet, méthode simple et rapide,
elle permet une parfaite séparation des lipoprotéines et
fournit des informations comparables a celles obtenues par

1tultracentrifugation (80, 103),

Le gel de polyacrylamide est le support idéal
pour le typage des hyperlipdémies.

Polymére synthétique, il est mieux défini et sa
concentration peut &8tre parfaitement standardisée. En faisant
.varier la. quantité des constituants de base dans le mélange,
on peut jouer sur la taille des pores du gel et effectuer

ainsi un tamisage moléculaire des macromolécules a fractionner,

De plus, lteffet d'électro-endosmose généralement

observé avec les autres supports est pratiquement inexistant.
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La technique dt'électrophoreése que nous présentons
utilise un gel de polyacrylamide en gradient discontinu de pl
et de concentration (29, 57 ,174 ), Elle est basée sur la
précoloration des lipoprotdéines ﬁar le nitrobleu de tétrazolium
selon SEGAL et coll. (171) et sur leur séparation dans un tube
conéenant trois gels superposdés : gel intermédiaire (A), gel

de concentration (B) et gel de séparation (C).

B/ MATERIEL ET METHODE

- e m A o e St A L e e -

a) - Sdérums

® 0 ¢ & & 0

Nous avons utilisé des sérums normo et hyperlipé-
miques provenant de la Consultation des Maladies Métaboliques
(Professeur JAILLARD) de la Clinique Médicale générale A
(cité Hospitaliére - Lille),

Les échantillons de sang sont prélevés aprés 12
heures de jeline et recueillis sur EDTA. Aprés centrifugation,

les sérums sont analysés le jour méme ou le lendemain,

b) - Coloration des lipoprotéines

S 8 0 8 5 00 ¢ 4 0 0t 0 OO S0 s GO e e

Les lipoprotdines sont précolorées par le nitrobleu

de tétrazolium (NBT) (Sigma).

A 109/~l de sérum on ajoute successivement :
- SQ/hl d'une solution aqueuse de NBT & 3 mg/ml,

- et SQ/kl d'une solution aqueuse de nicotinamide-adénine-
dinucléotide sous forme réduite (NADH) (Boehringer) a
10 mg/ml.
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Aprés mélange, la réduction du NBT (coloration bleue
violacée) s'obtient en ajoutant approximativement 19/&g de

méthosulfate de phénazine (Sigma).

Le sérum ainsi précoloré peut &tre conservé pendant

24 heures.

c) ~ Appareillage

® 6 08600 e0 00 s

Nous utilisons l'appareillage Canalco "Quick disc"
modeéle 1200. La séparation des lipoprotéines s'effectue le
long dtune petite colonne de gel supportée par des tubes de
verre de 75 mm de long, 7 mm de diamétre extdricur et 5 mm

de diamétre intdérieur,

d) - Réactifs

o & & & 0 0 0 o

Différentes solutions tamponnées ( tableau 4
page 106 ) sont prépardes & partir de Tris 2 M (242 g/1),
d'HC1 1 N, de glycocolle 0,5 M (37,5 g/1) et de TEMED
(N, N, N', N', tétradthyléthyléne-diamine) ; elles se con-

servent 3 mois a + 4° C.

La solution (a) est utilisée pour préparér, par
dilution au 1/5 avec de 1l'eau distillée, le tampon dt!'élec-
trophor¢se. Conservé a 4° ¢, ce tampon peut &tre utilisé

pendant une semaine a raison de 2 migrations par jour.

La composition d'autres solutions est donnée dans
le tableau 5 page 107 . Elles sont conservées & + 4° C et
ramendes a4 température ambiante avant d'&tre mélangées en pro-

portions déterminédes pour obtenir les solutions de gels.

Les solutions de gels A, B et C sont préparées juste
avant l'emploi. Le tableau 6 page 108 en donne les composi-

.tions.




TABLEAU 4
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SOLUTTIONS TAMPONNEES UTILISEES POUR L'ELECTROPHORESE (a)
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ET POUR LA PRLPARATloV DES GELS (b) (c¢) (d)
(conservation 3 mocis & + 4° c)

SOLUTIONS a (°) b c d

pH ajusté a 8,3 6,7 6,7 8,9
TRIS 2 M (m1)| 25 25 50 150
HC1 1 N (m1)} - 43 96 48
GLYCOCOLLE 0,5 M (m1)} 768 - - -
TEMED (m1) - 0,46 0,92 0,23
EAU DISTILLEE q.S.P.| 1000 200 200 200

4 diluer au 1/5 pour usage.

106
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TABLEAU 5

@ 8 & 06060 ¢ 00

SOLUTIONS "REACTIFS" UTILISEES POUR LA PREPARATION DES GILLS

—...u-—n—_————-_—————-—u—¢.—u———-m—.—————...-—-.-.——.————.-——-..-._.-.-—_———-.:

(conservation a + 4o C)

- - T - .- A —— - R S S T Sew AxB Nl G G

SOLUTIONS e ()| £ (°)fg (°) h | i J
ACRYLAMIDE (°°) (g) 12 13 8 - - -
BISACRYLAMIDE (°°)

(e) 0,6 0,5 2 - - -
RIBOFLAVINE (mg) - - - I - -
SACCIIAROSE (&) - - - - 80 -
PERSULFATE

D'AMMONIUM (mg) - - - - - 140

EAU q.s.p. (ml) | 100 100 | 100 |100 100 100
(°) : dissoudre sous agitation magnétique et
filtrer.
(°°) : APELAB 92 - BAGNEUX
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TABLEAU &

SOLUTIONS DE GELS A PREPARER JUSTE AVANT L'EMPLOTX

s > et SAK e Gne Mt M S S N S Wi S VED At GOE M Gy Gl WNE G B WA S WA B e RO GHP GEG G G S KM G AN et GAT A e et st e Sam

- - - ——— oo w— -

SOLUTIONS GEL A GEL B | GEL C
b - 1 -
Cc 1 - -
d - - 1
e - - 1
T - 1 -
& 1 - -
h - 1 -
i - 1 -
J 2 - 2

TOTAL 4 L | 4
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e) - Préparation du support d!'électrophorcse

® 0O @ 0 & e 8 4 2 800 8 B E s H OGO s L O BSOS S L Er TOES

Les gels sont successivement couléds et polymérisés

by .
a raison de : ,

. 0,7 ml de solution C pH 8,9 et 3 % (p/v)
d'acrylamide.
La polymérisation est obtenue en 30 minutes sous

1'effet catalytique du persﬁlfate dfammonium,

. 0,1 ml de solution & pH 6,7 et 3,25 % (p/+v)
dfacrylamide.
La polymérisation s'opére en 30 minutes sous
éclairage artificiel intense, le catalyseur e~

ployé étant dans ce cas une solution de riboflavine

. 0,1 ml de solution A pH 6,7 et 2 % (p/v)
dtacrylamide.
La polymérisation est obtenue comme pour celle de

la solution C.

Dans les trois cas, une goutte d'eau est déposde
avec précaution, en évitant tout mélange, au-~dessus de la solu-
tion pour éviter la formation d'un ménisque lors de la polymé-
risation ; cette goutte d'eau doit &tre éliminde par absorption

sur papier filtre avant 1t'introduction de la solution suivante.

f) - Electrophorése proprement dite

® 6 85 6 00 200 0 0 8L 8 PO 0O G e s

Aprés avoir déposé 29/&1 de sérum précoloré a la
surface du gel A, les tubes sont disposés verticalement dans
la cellule d'électrophorése ; du tampon est ajouté lentement

au~-dessus du dépdt précoloréd puis jusqu'au sommet du tube.

Environ 200 et 800 ml de tampon froid (4° C) sont
versés dans les parties haute et basse respectivement de 1la

cuve. L'électrophorése se poursuit en moyenne pendant 40 minute
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a raison de 5 mA par tube de gel (intensité constante). La
migration est arrétde lorsyue la bandevcorrespondant aux
alphalipoprotéines (HDL) se situe & quelques millimétres

de l'extrémitdé du tube.

G/ RESULTATS

Sur ce support, les fractionnements se font en fonc-
tion de la charge électrique et de la taille moléculaire. De
ce fait les chylomicrons s'individualisent parfaitenent et
les bé&ta-lipoprotéines migrent plus loin que les pré~béta,

comme l'indique le schéma de la figureld page 111

La figure 15 page 111 objective la migration des

différentes classes de lipoprotéines :
- le gel A est imperméable aux chylomicrons,

- le gel B blodue ia migration des VLDL Qui, aprt¢s avoir
traversé le gel A, se localisent a la limite supérieure
du gel B en une bande plus ou moins étalée mais nettement
définie, '

- le gel C fractionne les autres lipoprotéines : les LDL for-
ment une bande principale parfaitement séparée des VLDL et
la bande diffuse située au voisinage de 1l'anode correspond

aux HDL.

La puissance du pouvoir séparateur de cette méthode
d'électrophorése est démontrée par la mise en évidence de

bandes intermédiaires :

- Dans certains sérums riches en VLDL, on note en effet une
bande supplémentaire siégeant juste au-dessous des VLDL et
correspondant sans doute & la fraction "U" décrite par MEAD
et coll. (135). Il s'agirait de VLDL de taille moléculaire
plus petite, et donc des lipoprotéines intermédiaires se

formant lors du catabolisme des VLDL en LDL (IDL).




FIGURE 15
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- Une autre bande additionnelle, tr¢s colorée, située juste
au-dessus des LDL est observéde dans de nombreux sérums.
Isolée par dlectrophorctse préparative sur gel de polyacry-
lamide selon un procdédé original décrit ultérieurement,
cette lipoprotdine particuliére est caractérisée par des
méthodes immunologiques et identifide a l1la Lp(a) ou
"sinking pre-beta-lipoprotein" décrite par BERG en 1963

(12 ).

L'usage du gel de polyacrylamide permet en outre
1t'identification du type III de FREDRICKSON (figure 16
page 113 ) sans qu'il soit nécessaire de compléter le diagnostic
par l'ultracentrifugation., On note, en effet, dans ce cas,
le contraste entre le taux de cholestérol supérieur a la nor-
male et la quasi disparition de la bande des LDL, alors que
celles des VLDL et surtout des IDL sont anormalement marquées.
Ceci est dff au fait que le type III se caractérise par la pré-
sence dans le sérumn d'une lipoprotdéine anormale s'apparentant,
du point de vue de la taille moléculaire, aux VLDL mais ayant
sur papier ou agarose, une migration électrophorétique de

type béta.

D/ CONCLUSION

- L'emploi du gel de polyacrylamide & gradient de
concentration comme support d'électrophorése rend l'interpré

tation du lipidogramme beaucoup plus spécifique.

- L'excellente séparation des chylomicrons exogénes
et des lipoprotdines endogénes (ou VLDL) prévient toute con-
fusion entre les types IV et V et rend la méthode nettement
supéricure a celle qui utilise l'acétate de cellulose. Le gel
de polyacrylamide se révele &tre un support de choix pour la

résolution des sérums lactescents.
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FIGURE 16
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- La qualité de 1'individualisation des LDL et des
VLDL présente un énorme avantage, permettant de diagnostiquer
sans ambiguité un type ITIT. | .
'
- Dt'autre part, ce support permet la mise en dévidence

de lipoprotdines particuliéres telle la Lp(a).

Migrant en position pré-bé&ta sur les supports
classiques {155), elle est ici parfaitemnent séparde et cette
constation éclaire d'un jour nouveau les observations de sérums
normotriglycdéridémiques avec pré-bé&ta augmentées sur les sup-

ports classiques (80).

-~ L'excellente résolution des principales classes
de lipoprotéines et l'individualisation de 1la Lp(a) obtenues
par 1'électrophorese analytique eﬁ gel de polyacrylamide
selon le protocole que nous venons de décrire nous a- suggéré
la mise au point d'un appareil préparatif utilisant le méme
support et dont la description et la technologie seront

rapportées ultérieurement.




115

ESTIMATION SEMI-QUANTITATIVE
DES ,LIPOPROTEINTES |

DE BASSTE DENSITTE

4/ INTRODUCTIOX

De nombreuses tentatives ont été faites pour doser

les lipoprotdéines.

L'ultracentrifugation de flottation est 4 nouveau

citéde comme méthode de référence.

La détermination densitométrique & partir du lipi-
dogramme est largement utilisdée. De réalisation simple, elle
ntest cependant pas exacte et deux objections majeures peuvent

Etre faites :

~ la premiere a déja été mentionnée : il s'agit de la "valeur
Jd &
qualitative" du lipidogramme sur agarose ou acétate de
cellulose, ces deux supports se pr&tant le plus volontiers

a ltintégration ;

- la deuxicme pose le probleme de la quantité variable de

colorant fixée par chaque classe de lipoprotéines.

Arguant du fait que la richesse en cholestérol d'un
type donné de lipoprotéines est relativement comstante, son
dosage dans les différentes fractions séparées selon divers
moyens (ultracentrifugation, précipitation chimique oooo) per-
met une quantification indirecte. Cependant une excellente

technique de dosage du cholestérol s'impose.
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Les méthodes basées sur les principes que nous
venons de citer sont, pour la plupart, longues et difficile-
ment applicables, ,

Depuis les travaux de BURSTEIN et SCHOLNICK (41 ),
la validité des méthodes de prdécipitation sdlective des lipo-

protéines est unanimement reconnuc.

Nous décrivons dans cc travail (78 ) une technique
simple et reproductible d'appréciation quantitative des lipo-
protéines de basse densité., Elle comporte deux tests turbi-
dimétriques décrits par BURSTEIN et coll., : le test & 1'hé-
parine-calcium qui apprdécie l'ensemble LDL - VLDL -~ chylomi-
crons (39 ), et le test au dodécyl-sulfate de sodium (SDS)
qui apprécie l'ensemble VLDL - chylomicrons (42 ).

B/ MATERIEL ET METHODES

a) - Sérums

® & ¢ 9 00

. Nous avons utilisé des sérums de sujets normaux
provenant du Centre de Transfusion Sanguine de LILLE, du
Service de Pédiatrie Ndéonatale, du Service de Gériatrie
et de la Consultation des Maladies Métaboliques de la

Clinique Mdédicale générale A (Cité Hospitaliére - Lille).

Les échantillons de sang sont prélevés apreés 12
heures de jeflne, et les sérums sont traités le jour méme

ou le lendemain.

b) - Réactifs

e & &6 00 89 0O

Quatre réactifs sont utilisés en solution aqueuse :
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ESTIMATION

TADBLEAU 7

¢ & & o v 8 00096

TURBIDIMNETRIQUE DIES LIPOPROTEIRES

SERIQUE
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Héparine~Ca :

SDS

LDL -~ VLDL

~

- chylomicrons

VI.DL -~ chylomicrons

TEST HEPARINE-Ca ShS
Réactif I 2 ml -
Réactif II - 1,5 ml
Sérum 0,2 ml 0,5 ml

Réactif III

Réactif IV

s ot o - mn e - -

Mélange,4lecture
aprés 4 min,

» Ty

ot ' s > - o e oy - .~ o .-

Mélange, lecture
aprés th au B.M.37°¢

— T2

Calculer

mesurc

(o) :

facultative, ne doit jamais &tre prise en

4

considération en cas de sérum lipémique.

i
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miques, ensuite parce que les résultats sont dlautant plus
concordants que la turbidité est plus importante, coumme

on peut le constater sur le tableau suivant.

Etude de la fiabilitdé des turbidimétres

o G S Y g o L B0 S B G G TED W Vi ) G S WS T ek S ST DTS G GED B LoD R G5 UG S Sl OO W WO

(6 appareils testds simultanément dans différentes zones de

turbidité)

comparaison des 6 moyennes par l'analyse de la variance (test F

1

Zones Sérums testdés F F critique
(usu) (6 appareils) (point .5 <)
0 - 10 bl ' hy7* 2,21
10 - 20 39 ’ 1,8%* 2,21
20 | 57 0,1** 2,21
x : différences significatives entre les 6 appareils
¥ : différences non significatives entre les 6 appareils

b) - Etude de la répétabilité des méthodes

O C 8 8 06 00 06 S 00 SO O® SE C OO G BSOS 0SSOSO

En effectuant 30 déterminations sur des sérums
normaux ou pathologiques (29, 78 ), nous avons pu constater
gue la répétabilité des méthodes proposdes était bonne.,

Dans le cas du test & l'héparine - calcium, le
coefficient de variation (CV) est de l'ordre de 0,9 ¢ en zone
normale (17 USH) ; pour le test au SDS 11 est de 2, L < % en
zone normale (11 USH) et de 1 % en =zone pathologlque (30 usH).
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Etude de la répétabilitdé des tests de turbidité

- ot e M e G WP Car R e G B SuS e PUR M ) S AN ST N M G A G 0 D B (R e A P M S B G Rt s e bt B WO e B W

(moyenne des 30 mesures effectudes en zones normale et

.pathologique)
Moyenne Ecart-type CoV.
(usi) (us) . en ¢
Test a 1'héparine 17 ‘ 0,16 0,9
calciuwn 35' 0,21 0,6
Test au SDS 11,3 - 0,27 2,4
30,7 0,3 1

c) - Correspondance entre les turbiditdés mesurées

® ¢ 6 9 0 06 0 0 s 0 s 90 S 0 E T 0SS S G SISO O G L0 OSSO S s s0 o0

et les quantités correspondantes de lipoprotéine

C 8 O 8 C OC & ¢ s°¢ OC €0 60 08 60 €3G 30 0 & 068 6660 060 006806 00 069060 90 &

(57 , 76 , 79 )

Une premicre dtude effectude sur 143 sérums normo
et hypértriglycéridémiques (0,5 a 9 g/1) est menée dans le
but d'établir la corrdlation entre les valeurs SDS mesurdes
dans la zone linéaire de réponse de l'appareil (sérum éven-
tuellement dilud) et les taux de triglycdérides totaux dont
on sait qu'ils sont essentiellement déterminds par la con-
centration en VLDL et en chylomicrons, Le tableau 8§ et la
figure 18 montrent que la liaison est dtroite et gue les

valeurs SDS peuvent &tre considérdes comme des indices VLDL.

Pour définir un indice représentatif de la teneur
sérique en LDL, nous réalisons, sur 5 sérums diffdérents,
1t'étude dont le protocole est schématisé dans le tableau 9
page 125 . Les rdsultats obtenus figurentdsur le tableaulO
page 126 ; ils permettent de conclure qgue la différence (hé-
parine-calcium-SDS) est assimilable & un indice représentatif

des concentrations sériques en LDL.
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TABLEAU

e 9 o0 s & &8 00

ETUDE COMPARATIVI INTRE

— TR Pox BT act AP W EmA ik Gl AU W G TV WM WM mm Grer CUN AED Mo A W Goat Mt e

LT LES TAUX DE LIPIDES

— - G T SR I o e A G was B e S o A W2 W G M S GO G )

LLES INDICES

e S0 Wan G S Ew G A M WA M KN W A A R W L B

S LIPOPROTEINES

e e S M AP A U Nt G WD TG SA SO0 R

INDICE VLDL INDICE LDL
(143 valeurs : (47 valeurs :
rig. ) Fig. )
Régression de y en x Yy = 0,11 X v, = 0,073 X,
Dispersion : s v 0,59 0,42
Coefficient de déter-
mination ¢
”
Coefficient de corré-
lation
r 0,900 0,875
Limites de confiance \
~a p = 0,05 0,863 <p <Oy928 0,783 <(p <05930
X : valeur SDS X, * valeur (Héparine—Ca—SDS)
y1 : triglycérides totaux Yo cholestérol LDL
(/1) (g/1)
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FIGURE 18
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TABLEA 0

® 8 68 6 0t €8 0

PROTOCOLE D'ETUDE D'UN INDICE LDL
Sérum non diluéd Méme sérum dilué au 1/2 avecdu

sérum physiologique
l(—" SDS sur 0,5 ml

Resultay Hép.~Ca sur 0,2 ml.
sps (1) Elimination
(VLDL) des VLDL
Résultat x 2 = k///(
Hép.~Ca-(I)
(VLDL + -LDL)
- Ultracentrifugation
18 h a 100.000 g
J, ~ Section du tube au-
dessous de la ligne
Hép.-Ca (I) - sbs (1) = de séparation opaque
(vibpL).
indice LDL calculé .
- Ajuster au volume
initial par addition

de sérum physiologi-
que.

Hép.-Ca sur 0,2 ml —_—

Résultat x 2 =
indice LDL mesuré

N

. o
’ / \l")
\ : . . \luii‘

s ™




TABLEAU 10

LN N 2 BN )

® &6 000

ETUDE COMPAREE DES DETERMINATIONS DIRECTE (IX) ET INDIRECTE (I) DE L'INDICE LDL

. — A" B T T Y (R s W S Sy S WS S D STED Sy S TS B W G Tk Fh N W HD Sk G GWS SO G ST\ Wn Gl D N SU Bruh O WG e TGS TSl U AN GAR BER W e M G e D (et SIS U L G Ot SR A A SWE TR WS TR W Gun I Sy Ty S G T -

SUJETS

e e e e . s me am e e e

. Indice LDL
(i1épar.-Ca - SDS)

— - o -

- o Ay i am e

10

22

e - od

22 19

o s ade . wm oup

11 7

11 12

. Indice LDL

(Héparine-Ca)

11

11

14

12 11

11,6 + 1,5 )

0,88 NS

(°)

(°°)

sps (I)
ép.ca (I)
Hép.Ca (II)

(1] e X e

L%/
N3/

e

test t de STUDENT~FISIIER pour séries apparides.

VLDL élimindes par ultracentrifugation.

mesures sur 0,5

mesures sur 0,2

mesures sur 0,2

en volume apres

ml de sérum
ml de sérum
ml de sdérum

élimination

reconstitué

de la

fraction contenant les VLDL.

9C1
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Pour confirmer ces résultats, nous montrons, a
partir de 47 sérums normo et hypercholestérolémiques de tous
types (tableau 8 page 123 et figure 19 page128) que ces
turbidités différentielles (héparine-calcium-SDS) sont étroi-
fement lides au taux de cholestérol (0,7 a b g/l) des LDL
déterminé apres fractionnement des lipoprotéines selon la
méthode de WILSON (204), et dosage du cholestérol (28 ,77)
(appendice technique, pages 193 et 201).

On peut done considérer gque le test au SDS fournit
dans les conditions expérimentales utilisdes un indice de
turbidité représentatif de la teneur du sérum en VLDL ou
VLDL + chylomicrons alors que la différence (test héparine -
test SDS) définit un indice représentatif des concentrations

en LDL.

d) - Valeurs normales

€ @ 90 606 08 06 0 00 00 0 8

A partir de 500 sérums normolipémiques provenant
de sujets & Jjeun apparemment normaux, nous définissons les
valeurs moyennes de référence de deux indices en fonction de

1t'4ge et du sexe (figures 20 et 2] pagesl129 et 130 ).

On constate que la teneur en LDL et en VLDL, tres
faible éhez le nouveau-né, augmente avec l'lge dans les deux
sexes, mais de fagon plus accusée chez la femme apreés la

ménopause.

e) - Applications cliniques

® 60 & 08 50 5 ¢ 0 G 8 e 00 v OO S

Une méthode de'dépistage doit répondre & trois cri-
téres : elle doit &tre d'exécution rapide, fournir un maximum

de renseignements et &tre peu cofiteuse.

Le dosage des lipides totaux généralement utilisé
pour dépister les hyperlipémies répond aux deux derniers
critéres mais n'offre qu'un intérét limité. En effet les métho-
dologies sont encore en question et les valeurs de référence

généralement mal définies.
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FIGURE 20
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FIGURE 21
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Le dosage couplé du cholestérol et des triglycérides
est indispensable pour typer une hyperlipémie, mais son utili-.
sation en tant que méthode de dépistage s'avére onéreuse. De
plus, les taux varient en fonction de la méthode utilisde,
de 1'dge et du sexe., Tl importe donc que chaque laboratoire
précise ses valeurs de référence en tenant compte de ces para-
métres, ce qui est rarement fait en pratique biologique

courante.

La méthode que nous proposons permet de faire treés
rapidement et trés simplement 1l'appréciation quantitative des
lipoprotéines de basse ef trés basse densités. Elle présente
l'avantage de quantifier non plus les lipides qui sont répar-
tis dans toutes les classes de lipoprotdines mais les lipopro-
téines elles-mémes, En outre, la mise au point d'un appareil
assurant la standardisation des résultats nous permet de
définir, une fois pour toutes, les valeurs de référence pour

chacun des tests proposés en fonction de 1l'4ge et du sexe.

- Application au typage simplifié _des_hyperlipopro-

téindmies

Lorsque l'hyperlipémie est dépistée le "lipidotest"

. 7

en fournit un typage simplifié.

A l'aide de méthodes de référence concernant le
dosage des triglycérides (110), le dosage enzymatique du cho-
lestérol (28 , 77 ) et le lipidogramme sur gel de polyacryla-
mide (174) et en analysant 500 sérums normo et hyperlipémiques
typés selon les criteéres de la classification internationale,
nous établissons un nomogramme reliant les deux indices tur-
bidimétriques au type d'hyperlipoprotéinémie (figure 22

page 132 ).

Le chevauchement (zones d'incertitude) entre les
plages ainsi délimitées est minime et le pourcentage d'erreur

n'est en moyenne que de 5 %.
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FIGURE <2
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CORRESPONDANCE DES ZONES

Sujet normolipoprotéinémique

Sujet porteur d'une hyperpré-p 1P ( / des VLDL)
hyperlipémie assimiléde au type IV de la classificatioj
internationale

Sujet porteur d'une hyperpre—p LP ( / des VLDL) avec
chylomicronémiec

h'yperllpcmle assimilde au type Vv

Sujet porteur d'une hyperpré-g L p ( # des VLDL)
et d'une hyper-pLP ( / des LDL)
hyperllpcmle assimilde au type II

J \\'\:!/
Sujet porteur d'une hyper-—ﬁ LP ( A des LDL) \»3;,«’
hyperlipémie assimilée au type II
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Toute augmentation isolée de 1l'indice LDL traduit

une hyper-b&ta-lipoprotéindmie (type IIX)'
i Pa

Toute augmentation isolée de l'indice VLDL traduit,
suivant l'importance de la variation, une lhyper-pré-béta-
lipoprotéindnic (type IV) ou une association avec une hyper-

chylomicronémie (type V).

Ltaccroissement simultandé des deux indices traduit

une hyperlipoprotéindmie mixte (type IT,)

Les hyperlipdémics de type III non traitées se loca-
lisent, en général, dans la zone s'apparentant au type IV, bien
que le taux de cholestérol total soit édlevé ; en effet, la li-
poprotéine anormale du type III est précipitdée avec les VLDL
par le SDS et il en rdsulte une augmentation de 1l'indice
VLDL associde & une diminution de 1l'indice LDL. Cette orien=-
tation diagnostique doit cependant &tre confirmée éar des

méthodes plus prdécises.

Enfin, les sérums normaux contenant une forte
quantité de Lp(a) qui est pfécipitable par 1l'héparine-calcium
mais pas par le SDS, se localisent en général entre la zone
de normolipoprotdédinémie et celle de l'hyper—beta—llpoprotc1~

némie.

Le typage simplifié ainsi obtenu n'a qu'une valeur
dtorientation. Il nous permet néanmoins de distinguer 1thyper-
triglycéridémie majeure (type IV), l'hypercholestérolémie

essentielle (type IIA) et l'hyperlipdémie mixte (type IIB).

Cette distinction, selon De GENNES (84 ), suffit
le plus souvent en biologie clinique courante et en théra-

peutique.
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- Agpllcatlon a la surveillance des dyslipdmics
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La contraception orale s'accompagne parfois de
perturbations du métabolisme des lipides sériques et on a
noté une augmentation des accidents cardio-vasculaires a

la suite de la prise de contraceptifs oraux.

Dtautre part, tout sujet dyslipdémique traité par
la diététique ou par une médication hypolipémiante doit &tre

réguliérement suivi sur le plan lipidique.

Une fois le typage établi, 1l'estimation turbidimé-
trique des lipoprotéines de basse et de trés basse densités
peut &tre utilisde avec profit comme test de surveillance
pour suivre 1l'évolution sous l'effet du régime alimentaire

ou de la therapeuthue mise en ocuvre (fl rure 23 page 135 )
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CONCLUSTION -
ETABLISSEMENT D' UN

BILAN LIPIDIQUE

Les deux méthodes déanalyse des lipoprotédines que

nous venons de proposer présentent plusiecurs avantages :

-~ Elles peuvent 8tre mises en oeuvre facilement dans les

laboratoires de routine,

- Elles fournissent des renseignements suffisants pour faire
face aux problémes rencontrés quotidiennement en biochimie

clinique.

Jusqu'a présent, ltapplication des tests de précipi=-
tation sélective était limitée par le fait que la mesure de
1'intensitd de la floculation des lipoprotdines était réalisée
avec des appareils non congus pour cette mesure, si bien que
les résultats variaient considérablement d'un laboratoire a
ltautre. La mise au point dtun turbidimetre qui assure une
standardisation parfaite de ces résultats permet de remédier

A cet inconvénient.

Cependant, les renseignements apportés par le "lipi-
dotest" ne dispensent pas d'effectuer un typage précis a l'aide
du lipidogramme et des dosages du cholestérol et des trigly-

cérides.,

La méthode d'électrophorése sur géel de polyacrylamide

en gradient discontinu du pll et de concentration permet de
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faire sans ambiguité le diagnostic différenticl entre les
différents types d'hyperlipémies. Elle permet en outrec

le repérage de lipoprotdéines particulieres comme la lipo-
protéine Lp(a) dont la signification pathologique reste

a préciser.

Une fois que le typage est établi 1ltestimation
turbidimdétrique des lipoprotdéines de bassc et tros basse

densitdés peut &tre utilisée comme test de surveillance.

En conclusion, le tableau 1} (page 138 ) établit
les bilans lipidiques de base caractdérisant chaque type
dthyperlipdmie et définis selon les deux techniques originales

mises au point dans ce travail,
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ELECTROPHORESE PREPARATIVE DES LIPOPROTEINES

SUR COLONNE DE GEL DE POLYACRYLAMIDE ‘

APPLICATION A LA PURIFICATION ET A LA CARACTERISATION

DES IIDL, LDL ET Lp(a)
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INTRODUCTIORN

L'instabilitd et 1'hétdérogénéité des complexes
lipoprotéiques rendent leur . isolement et leur purification

trés difficiles (108).

Bien qu'détant considérde comme méthode de référence,
1'ultracentrifugation préparative avec ajustement intermédiaire
des densités (95 ) exige une manipﬁlation longue et ddélicate
pouvant, de plus, entralner des altdrations de structure des

lipoprotéines ( 3 , 4 , 97 » 118 , 166 ).

Les autres techniques de sédparation des lipoprotdéines
basées sur leurs différences de rdéactivitd chimique vis=i-vis
des polyanions, de charge électrique, de composition en apo-
protéines, et de taille moléculaire, sont généralement utili-

sées comme méthodes d'analyse qualitative.

L'excellente résolution des lipoprotéines plasmati-
ques, obtenue par 1l'électrophorése analytique sur gel de poly-
acrylamide (174) (figure 15 page 111 ), en chylomicrons, VLDL,
LDL, HDL et Lp(a) nous a suggéré la mise au point d'un appa-
reil priéparatif (58,59)..

Le principe associe 1lt!'électrophorese et le tamisage
moléculaire., La séparation s'effectue le long d'une colonne
de gel de polyacrylamide a gradient discontinu de concentra-
tion. Les macromolécules ainsi individualisées sont dludes
quantitdtivement par l'intermédiaire d'un sysféme que nous

décrivons,
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’

Un tel procddd est utilisé depuis longtemps pour
les préparations de protdéinces : séparéés par électrophorise,
les molécules sont éludes de fagon continue dans un flux
de tampon., £lles sont, de ce fait, tris diludes (88 , 99 ,
106) et certains auteurs pallient cet inconvénient par une
électrophortse et une élution intermittentes (27 , 101 , 154 ),
Cette technique présente cependant des inconvénients car
elle est longue et exige en outre un systéme drélution tres
dlaboré, nécessaire pour dviter toute fuite au niveau de la

chambre (133).

A ltinverse, la méthode simple que nous proposons
permet d'iscler rapidement et guantitativement les lipopio-
téines de basse et de haute densités (LDL et 1IDL). Couplée
& lt'ultracentrifugation, 1'élcctrophorise préparative sur
gel de polyacrylamide permet en outre ltisolement de la Lp(a),
lipoprotéine particuliére dont l'obtention & 1'¢tat pur est

trés difficile.

Lt'homogdénéitd des lipoprotéines purifides par ce
procédé original d'électrophordse préparative a été contrblée
sur la basc de criteres délectrophorétiques, immunologiques

et chimiques.,

L'isolement de la Lp(a) a4 partir d'un plasma anor-
malement riche en cette fraction nous a permis d'établir
partiellement sa composition chimique, de préparer un immun-
sérum spécifique et de mettre au point une méthode de dosage

immunologique de la Lp(a) plasmatique.
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A/ DESCRIPTION DU SYSTUME D'ZLECTROPIIORISE

.

PREPARATIVE

- 0O Wi OB WD e S S

Lt'apparcil d'électrophoritse préparative qui nous a
servi dans cette édtude a ¢té mis au point en collaboration
avec le Centre de Technologie Biomédicale de l'I;N.S.E.R.M.
(Directeur Y. MOSCHAETTO). Schématisé dans la figure 24

page 143 , 1l se compose de deux parties :

-~ une colonne proprement dite,
- ¢t une chambre d'élution.

Muni d'un niveau & bulle, l'enscwble reposc sur un support
a trois pointes réglables permcttant dl'ajuster la verticalité

du systcme.

a) La colonne proprement dite

® & 0O 8 8 & 9 00O O0CO SO 9O S OGS s e 0 e 0 0CE

La colonne est formée de deux tubes concentriques
en plexiglass dont l'un, central et creux, constitue le sys~
teme de réfrigération. La convection du tampon qui le remplit

suffit a éviter toute dlévation de tempdérature.

Le gel, coulé‘dans la couronnc extérieure, est
maintenu & sa base par une trame de nylon parfaitement tendue -
et plane, centrée sur le tube de réfrigdération et totalement

imperméable au gel.,
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b) La chambre d'élution

@ 9 5 ¢ 00 8600 ® 009 OO s

La chambre d'élution s'adapte & la base de la
colonne., D'une hauteur de 0,8 mm, elle est délimitéc par
la surface infdérieure du gel et une membrane en maticre

plastique tendue,

L'aspiration est centrale et l'admission du
tampon s'effectue par l'intermédiaire d'un barillet extérieur
donnant ainsi un flux convergeant de la pdériphérie vers le
centre entre deux surfaces planes sans obstacle et donc sans

volume mort,

B/ PREPARATION DU SUPPORT D'ELECTROPHORISE

Tt e - G . G G AT ACU T T S B S M WM M ey TN W M 08 WA S W R W A a6 ia T AV S o pay S ST

Pour la préparation du support, la chambre d'élution
est remplacde par un bouchon s'adaptant de fagon parfaitement

édtanche a la trame de nylon.

Deux golé, de concentration diffdérente en acrylamide,
sont successivement coulés et polymérisés : un gel B ou gel
d'élution de concentration 2 % (p/v) (100 ml) et un gel A ou
gel de séparation de concentration 3 % (p/v) (100 ml). La
composition des solutions servant a ces prdéparations est

donnée dans le tableau 12 (page 145 ).

Dans chaque cas, la polymérisation est obtenue en
30 min. & tempdérature ambiante, sous lfeffet catalytique du

persulfate d!'ammonium.,.

Le gel d'élution ayant une structure trés liche,
ltaddition de la solution du gel de séparation doit 8&tre

effectude avec beaucoup de précautions pour éviter toute

perturbation du gel inférieur,
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C/ PREPANATION DES ICIHANTILLONS A PURIFIZR
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L'isolement des LDL et des HDL d'un plasma, en

vue d'une analyse lipidique de chaque fraction, ne ndcessite
aucune préparation prdéalable et des quantités allant jusqu'a
5 millilitres de plasma peuvent &itre ddéposées en vue de
1t'délectrophorése. Si lton désire dtudier la partie protéique
des lipoprotdéines ou préparer des immunsérums spécifiques,
il est nécessaire d!déliminer dans un premier temps les
autres protdéines par uane ultracentrifugation menée pendant

24 heures a la densité d = 1,21.

Pour la purification de la Lp(a), deux étapes d'ul-
tracentrifugation, avec ajustement intermdéddiaire des densi tés,

s'imposent avant 1!'d¢lectrophorese.

L'ultracentrifugeuse gueé nous utilisons (Spinco
Beckman modéle L2 V) est munie d'un rotor Ti50. Elle donne,
A

A la vitesse de 40 000 tours/minutes et pour le rayon moyen,

une accélération de 105 000 g.

Les densités sont mesurdées avec un densimetre
Jobin-Yvon & affichage numérique. L'ajustement se fait par

addition d'une solution saline & base de NaCl et de XBr ( 95).

Le tableau 13 (page 147 ) en résume les différentes

étapes :

- Une premiére ultracentrifugation, menée & la densité 1,063
pendant 24 heures a 105 000 g, permet dféliminer par flot-
tation les VLDL et les LDL. La majeure partie de la Lp(a)

sédimente, dans ces conditions, avec les HDL_

~ Une deuxiéme ultracentrifugation, effectuée sur le sous-
nageant et mende a la densité 1,12 pendant 24 heures a
105 000 g, assure l'isolement de la Lp(a) et de la fraction

HDL2 qui se trouvent dans le surnagednt;
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V4
Cette fraction est récupdrée, puis dialysde et concentrée
avant d'8tre dissocide en Ln(a) et HDL, par électrophoreése
i~

préparative.

La dialyse est effectude contre du sérum physiolo-
gique dans un dialyseur a fibres creuses d'acétote de cellu-~

lose (Hollow Fiber, Laboratoires Bio Rad).

La concentration est obtenue par ultrafiltration

au-travers d'unc membrane Diaflo PM 10 (Amicon Corporation).

D/ ELECTROPHORESE

-t G won O - v — i —

’

Lorsque les gels ont été coulds et polymérisds,

la chambre d'élution est adaptdée a la base de la colonne.

La partie inférieure du systéme est immergée dans
un réservoir rempli de tampon ¢t contenant une anode en pla-

tine,

Du tampon est ensuite ajoutd jusqu'au sommet de la
colonne puis dans un réservoir supérieur contenant.la cathode

et communiquant avec le tube central de réfrigération.

L'échantillon est déposé a la surface du gel de

séparation, sous le tampon (figure 24 page 143 ).

L'électropliorése se fait pendant 16 heures, a
+ 4° ¢, dans une enceinte thermostatde, sous un voltage cons-
]

tant de 200 volts.

E/ ELUTION DES LIPOPROTEINE

. ot - T v W = G O m D W Ay S . A e S WA S e

Les différentes unités, couplédes en sortie de colonn

pour permettre 1lt'élution des fractions sépardées par l'électro-
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d

phorése, sont représentédes sur la figure 24 page 143 .

Une pompe péristaltique a trois canaux assure des

débits réguliers (figure 24 : 1, 2, 3, page 143 ),

Un tuvau calibré, connecté au centre de la chambre
d'élution (canal 1)}, est relid¢ & un concentrateur d'déluats
de colonne (On~Line concentrator - Amicdén Corporation). Dauns
ce systéme, le parcours effectif des dluats sur une membrane
dtultrafilération suit unce mince spirale. Le solvant et les
micromolécules de taille inféricure au diamtétre des pores
de la membrune sont cepables de la traverser, tandis gue les
macromolécules en solution beaucoup plus concentrdée restent
en surface. LElles sont dirigdes par l'intermédiaire d'un
second tuyau (canal 2) dans la microcuve d'un spectrophoto-

métre dont le monochromateur est calé sur une longucur d'onde

de 280 nm (ou 520 nm quand les lipoprotdéines sont précolordes) ,

puis enfin rdécupérées dans un collecteur de fractions réglé

pour recueillir des volumes de 4 wl pour un débit de 1,3 ml/mi:

"Le tuyau du canal 3 de la pompe assure lt'alimenta-
tion en tampon du bac anodique de fagon continue, avec un

débit identique au débit d'élution.

F/ CARACTERISATION DES FRACTIONS PURIFILES

- Ay Sr M ey B S et e (s W G i Sv e v Cue WVR DR s D S S G S SR S e S Am

La pureté des fractions de lipoprotéines ainsi pré-
pardes a été testdéde par des mdéthodes délectrophorétiques ct
immunologiques ; l'analyse de leur composition lipidique

compléte 1tidentification.

a) Caractérisation électrophorétique

@ 6 8 5 8 B 08 6 6 2 0 ¢ O S S LRG0 e e 0y

Les lipoprotdines des fractions isolées ont fait

l'objet d'une analyse qualitative par électrophorese sur gel
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de polyacrylamide (174) et éventuellement sur gel d'agarose

(méthode Bio Gram A des Laboratoires Bio Rad).

b) Caractérisation immunologique

@ 0 e % & 5 8 8 8 00 s e 00 S G G s s L P

Les propridtds immunologiques des fractions isoldes
ont été dtudides par double diffusion en gel d'agarose ( 148)
a 1l'aide d'immunsérums spécifiques anti-alpha et anti-b&ta-
lipoprotdines (Boehringer) et anti-Lp{a) (fourni par 1le

Docteur BURSTEIN, CNTS Paris).

Les réactions sont lucs apres 48 heures de diffusion
des deux rdactants, a température ambiante, dans un gel d'a-

gar & 1 % (p/v) en tampon véronal 0,05 M pﬁ 8,6.

¢) Caractérisation chimique

® ® 0 G @ & 0 0 0 ¢ s v OST S e OO0

‘ Les lipides des lipoprotdéines, extraits par 1la
méthode de FOLCH (69 ), ont été fractionnés par chromato-
graphie sur couche mince de gel de silice, soit dans le sol-
vant de migration éther de pétrole-éther éthylique-acide
acétique (90/10/1 v/v/v) pour l'isolement des triglycérides
(TG), des'glycérides partiels, du cholestérol libre (CL) ou
estérifié (CE), soit dans le solvant chloroforme—méthanbl—
NI, 01l 7 N (115/45/7,5 v/v/v) pour l'isolement des principales
classes de phospholipides (appendice technique, page 183 ).

Aprés révélation des taches par l'iode et élution

par un mélange chloroforme-méthanol (v/v), le cholestérol

et les glycérides ont été dosdes a4 l'autoaonalyseur Technicon,
respectivement par la méthode de RUSH et coll., (161) et celle
de KESSLER et LEDERER (110) (appendice technique, page 188 ) s
les phospholipides ont été déterminés par ia méthode de
RAHEJA et coll., (152) (appendice technique, pagel186). Les
compositions en acides gras des triglycdrides, des esters

de cholestérol et des phosphatidyl-cholines ont été établies
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par chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques
dtacides gras obtenus par méthanolyse_des fractions prdala-
blement isolées sur couche mince. Les lipides, révélés par

la rhodamine, sont chauffés directement en présence de
méthanol et dl'acide sulfurique, pendant 2 heures & + 70° C

( 89). Apreés extraction par l'heptaﬁe, les esters méthyliques
sont purifids par chromatographie sur couche mince de gel

de silice dans un solvant de migration constitué par du
benzéne (180), puis analysés & 180° ¢ sur colonne de succinate
de didthyléne glycol & 10 % (p/p) sur chromosorb W/AW
(colonne d'acier inoxydable de 3 m). Les pourcentages des
différents acides gras ont été obtenus par intégration auto-

matique (Migrator Autolab Spectra Physics).

L'étude de la composition glucidique des lipoprotéine

a été effectudée apriés délipidation par un mélange chloroforme-
méthanol (1/4 v/v) dtune fraction.aliquote (2 mg de protdéine)
et lyophilisation (137). Les hexoses ont été dosés par la
méthode & 1l'orcinol de TILLMANS et PHILIPPI ( 184) modifide
par RIMINGTON (156) avec, comme témoin internec, ﬁn mélange
équimoléculaire de mannose et de galactose (appendice

technique page 205).

La teneur en acides sialiques a été appréciée par
une modification de la méthode de NIAZI et STATE (141)
modifiée par WERNER et ODIN (197) en utilisant un réactif

a la diphénylamine et l'acide N-acétylneuraminique comue

témoin interne (appendice technique page208).

Les protéines des différentes fractions ont été
dosées selon la méthode de LOWRY (125) en utilisant comme

étalon de la sérumalbumine (appendice technique page 211 ).

L'analyse qualitative de la copule protéique de
la Lp(a) a été effecctude apreés délipidation par un mélange

éthanol-éther éthylique (3:1 v/v) (165)..Les protéines de
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ltextrait scc,solubilisdes dans une solution de dodécylsul-
fate de sodium (4 ¢ p/v) ont été séparécs en dlectrophorese
sur gel de polyacrylamide - SDS selon -une adaptation de la
méthode de WEBZIR ct 0SBORN (195) (appendice technique page
214 ). En présence du ddétergent, les protdédines forment des
complexes micellaires qui se sdparent en gel de polyacrylamide
en fonction du poids moldculaire de la protdinc. Nous avons pu
vérifier, par l'analyse d'un wmélange de lysozyme, antitrypsinec,
sérumalbumine, RNA polymérase (classe ﬁ ), albuminc d'ocufl et
chymotrypsinogine (Boehringer Mannhcim) gutil existait une
relation lindaire cntre le logarithme du poids moléculaire et
la mobilité &lectrophordtique de chaque protéine (figure 1 "

t
page 220 ).
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RESULTATES E T APPLITCATION

A/ ISOLEMINT DES JIDL ET DIES LDL-APPLICATIONS
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a) Isolement

e & 5 & O & & ¢ 0
La Tigure 26 page 154 montre qu'aproés électrophorese
préparative du plasma, les lipoprotéines sont éluées respecti-

vement selon deux pics parfaitement sépards.

Comme le montre l'électrophorcse analytique sur gel
de polyacrylamide en gradient (fig. 27 page 156 ), le pic I
correspond aux IDL alors que le pic ITI correspond aux LDL.
Les VLDL dont la taille est trop importante pour traverser les

mailles du gel restent en haut de la colonne.

Lorsqu'on désire étudier lecur composition lipidique,
les lipoprotéines sont précolordes et l'enregistrement se fait

a 520 nm.

En revanche, lorsqu'on s'intéresse a leur copule
protédique, les lipoprotéines doivent &tre débarrassées au
préalable des autres protéines plasmatiques par ultracentrifu-

gation 4 la densité 1,21 et l'enregistrement se fait a 280 nm.
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FIGURE 26
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N

16 34 37 57 n?
FRACTION
F,: HDL - F,:LDL

DEPOT: 5ml de plasma de d< 1,21

DEBIT: 1,3ml/ mn | TAMPON fris—glycocolle pH 8,3
200 volts 16heures 4c

ENREGISTREMENT : 280 nm
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Les deux lipoprotéines isoldes donnent une seule
bande en ¢lectrophorese analytique sur gel de polvacrylamide
(fig. 27 poge 156 ) ¢t réagissent spéecifiquement avec leur
antisdérum corrcspondant (fig. 28 page 157 ) en imaunodiffu-

sion selon OUCIITZERLONY.

Les coﬁp05itions lipidiques partielles des deux
fractions sont résumdécs dans le tableau 14 page 158 . Illes
sont parfaitemennt en accord avec les compositions proposdées
dans la littdératurc pour cecs mémes lipoprotéines isoldes sclon
des procdédds diffdrents comme l'ultracentrifugation de flot-

tation (179 ).

Afin de connaltre le pourcentage de récupdration des
lipoprotéines dans notre systéme, nous avons effectué l'uanaly-
se quantitative des IDL et des LDL sépardes par électropliorese
préparative dtune part et détermindes, d'autre part, par pré-
cipitation sdélective a4 l'aide de polyanions et de ddétergents
selon WILSON et coll. (204) (appendice technique, page 201 ),
Pour ce faire, nous avons dosé le cholestérol de chacune des
fractions en chromatographie en phaser gazeuse selon AMBERT
et coll. ( 7 ) (la chromatographie gazeuse a été choisie dec
préférence au dosage automatique enzymatique en fluorimétrie
a cause de lt'interférence de la précoloration dans cette der-

niére méthode) (appendice technique, page 196 ).

Les résultats rassemblés dans le tableau 15 page
159, montrent que le pourcentage de récupération déterminé
en prenant comme référence la méthode de WILSON,est excellent
dans le cas des 1IDL (rendement = 94,3 %) et un peu moins bon

dans le cas des LDL (rendement = 79 ).
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- FLIGURE 27
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TABLEAU 15
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ETUDE DU POURCENT.LGE D RECUPERATION DS LIPGPROTESINES DaR
PLICTROPHORTESE SUR GEL DZ POLYACRYLAMIDE
c®imL (16 ©as) c¢*LpL (16 c-g)
ITIODS DE ° ELECTRO- MITHODE Do®  ELICTRO-
TUILSON @ PHORDSL WILSON PIIORES™
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b) Applications
sees s enessnse

Lt'électrophoriése préparative stadapte & la quantifi-
cation des lipoprotéines {(tableau 15 page 159 ). Ltanalyse
des coefficients de variation indigque oue pour l'analysce des
IIDL, la séparation sur colonne est plus adaptde alors que
pour celle des LDL la prdécipitation par les polyanions et les
détergents est meilleure. Ceci peut s'lexpliquer par le fait
que les IIDL, petites moldécules tros ionisdes & pH alcalin,
sont ¢ludes rapidement et sans perte olors que les LDL plus
grosses ct moins chargdes sont moins facilement éludes et
restent en partic (21 ¢) dans les mailles des gels.

L'électrophortse préparative se révele particuliere-
ment utile pour la séparation des LDL et surtout des IDL. £lle
évite les nombreux ajustements de densité et les multiples
centrifugations que nécessitc l'ultracentrifugation de flotta-
tion., Les lipoprotéines isolées sont intactes qualitativement,
si 1f'on en juge d'aprés leur mobilité électrophorétique, leur

réactivité antigdénique et leur composition lipidiquc.

Cette méthode est susceptible d!'étre utilisdée avec

profit dans de nombreuses occasions :

- Elle fournit des lipoprotdines pures qui, injectdes a ltani-
mal en présence d'adjuvant de FREUND, proveoquent la formation
dt'anticorps spécifiques. On peut obtenir ainsi trés facilement

des immunsérums antie{ et anti(b lipoprotéines.,

~ Elle rend beaucoup plus accessible 1l'analyse structurale des
lipoprotéines en recherche fondamentale. De récents travaux
ont montré l!'importance des apoprotéines dans le métabolisme
des lipoprotdéines (66, 114 ). Il est aisé, aprés délipidation
des fractions purifides par électrophortse piéparative, de
séparer par diffdérentes méthodes physicochimiques les apopro-

tédines de l'lextrait,
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-~ Blle est particulidrement adaptde a 1l'obtention d'lIDL purecs
qui sont nécessaires, en tant que substrat, pour la ddétermi-
nation de la lécithinc-cholestérol-acyltransférase plasmati~

gue.

B/ ISOLEMENT D2 La Lp(a) - APPLICATIONS
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@) Isolement et purtfication

Ltisolement et la purification de la Lp(a) nécessi~-
tent deux dtapes préliminaires dt'ultracentrifugation (tableau
13 page 147 ) qui 4liminent les VLDL et les LDL. Par rapport
au sérum de départ dont le profil lipoprotdique a été dtabli
paf électrophoriése sur gel de polyacrylamide en gradient dis-
continu (174), la fraction obtenuc conticnt la majeurc partie
de la Lp(a) et des HDL (figure 29 page 162 ). L'électrophordtse
préparative dissocie cet ensemble en deux sous~fractions I et
IT (figure 30 page 163 ). La fraction T (figure 29 page 162 )
correspond aux HDL et ne contient pas de Lp(a). La fraction IT
qui ne contient pas de IIDL donnc une scule bande par électro-
phorése analytique sur gel de polyacrylamide (figure 29 page
162 ) et une seule bande en position pré- par électrophortse
sur gel d'agarose (figure 31 pagel64 ).

Cette fraction II, correspondant a la Lp(a) ainsi
isolée réagit en immunodiffusion (figure 32 page 165 ) avec
1'immunsérum anti-Lp(a) mais aussi avec l'immunsérum anti-
LDL du fait de la communauté antigénique partielle qui existe
entre les deux types de lipoprotdine (62 ) (186) (192). Le
petit déperon qui sc forme lors de la réunion des deux arcs
sembie indiquer l'existence d'une certaine dissociation de la

Lp(a) en ses différents composants,
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FIGURE 30
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FRACTION

DEPOT: 5m! de la fraction de densité 1063< d < 1,120.
DEBIT: 1,3 ml/mn TAMPON  tris—glycocolle pH 8,3

200 volts 20 heures 4’°c

ENREGISTREMENT: 280 nm
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TIGURE 31
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FIGURE 32
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En revanche, 1lt'abscnce de réaction avee L'immnsdérum anti-
DL confirme la parfaite sdéparation des deux lipoprotdines

lors de l'électrophordse priéparative (figure33 , page 167 ).

b) applications
.

x Purification ct

caractérisation de la Lp(a)

— o - - - -

d'un sujet dyslipoprotéindmique

Le développenent de la mdéthode que nous venons de
.rapporter nous a permis de purifier la Lp(a) isolée du plasna
provenant d!'un sujet dyslipoprotéindmigue et de déterminer
sa composition lipidique, glucidique et protdique, comparati-

vement a4 celle des LDL isolées chez le méme sujet.

Le tableau 16 page 168 fait dtat des résultats
enregistrds au niveau de la composition lipidique des LDL et
de la Lp{a). Comme dtautres autcurs (6 ) (111) (19) (177)
nous trouvons de grandes analogies de ripartition des différen-
tes classes de lipides. Comme les LDL, la Lp(a) sec caractérisec
par sa richesse en cholestérol dont 72 < sont sous forme
estdérifide et par sa composition en phospholipides essecntiel-
lement représentés par des lécithines et des sphingomyélines
et accessoirement par des traces de lysolécithine, de cardio-
lipide et de phosphatidyl-éthanolamine, ‘
La scule différence importante porte sur les glycérides partiels
qui sont plus abondants dans la Lp(a) que dans les LDL.

Le tableau 17 page 169 ¢taeblit une comparaison
entre cette composition lipidique et celle obtenue par dfautres
auteurs pour diffdérentes préparations de Lp(a)° Les composi-
tions sont tres proches ; la seule diffdérence porte sur la
teneur en glycérides partiels qui est plus forte dans notre
étude, probablcment & cause de la triglycéridémie subnormale

- constamment retrouvée chez notre patient.
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COIRPOSITION

5 LIPIDIRULES COLIPLARIES

ADLEAU 16
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Le Lp(a) Ciing UN MIMIT SUJILT
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L DL Lp( a)
LIPIDCS
RAPPORT  ~ecrmmvem (n/p) 3,5 2,7
PROTEINGS
LIPIDES (mole ¢5)
Esters de cholestérol 54,7 52,5
Cholestdérol libre 20,6 20,0
Triglvcérides 9,4 10,2
Mono et Diglycérides 3,0 7,9
Phospholipides x 12,3 9,kL
100 100
RAPPORTS MOLAIRES
Esters de cholestdérol
Cholestérol libre 2,6 2,6
Lécithine
Sphingomydéline 215 2,1
Triglycérides
Glycdérides partiels 341 1.3

% Evaluéds en moles de

représentent plus de

ldécit

Q
85 <

hine et de sphingomyéline qui

du phosphore lipidique total.
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On retrouve au niveaun des acides gras constitutifls
de la lécithine, des stérides et des triglycdrides (tableau
18 poze 171 ) les anclogics de COHDOﬁitinS‘entrC LDL et
Lp(a) trés rdédececmment rapportdcs par KALLBIRG et coll. (109)»
Les stdrides sont riches en acides gras polyinsaturdés notame
ment cn acide linoldique (18 : 2) ; an niveau des triglycdéri-
des on retrouve, comme acides gras majcecurs, les acldes palmi-
tique (16 : 0), oldique (18 : 1) et linoldigue (18 : 2) ; les
lécithinos ont vne conposition classigue avec un forl pour~

centage d'acides gras longs insaturdés (C 20 1 4)0

La composition glucidigue (tableau 19 page 172 )
de cette Lp(a) isoldée chez un seul sujet dyslipoprotdéindémique

YN

est analogue 4 celle obtenue par SIMON3 & partir d'un mélange
de sérums (177). Zllec est trés diffdérente de celle des LDL
et contient environ sept fois plus dfacides sialiques et deux

fois plus d'hexoses par milligramme de protdéine.

Lfapprdéciation des hexosamines n'ta pu &tre faite :
peu de matdéricl délipidé était & notre disposition et les condi-
tions d'hydrolyse transformant les osamines lides en osamines

libres dosdes colorimétriquement étaient a définir,

La mise en place de la copule glucidique des lipopro-
tdines steffectue essentiellement dans ltappareil de GOLGI au
niveau cellulaire et les glucides ajoutdés, en particulier les
acides sialiques, peuvent jouer un r8le dans les mécanismes
de sécrétion des lipoprotéines. La tris grande richesse en
acides sialiques de 1la Lp(q) isolde a partir du plasma du
sujet étudié pouvait suggérer une anomalie de sa composition
glucidique. Cette hypothése ne peut &tre retenuc puisque nous
trouvons des compositions glucidiques analogues & celles rap-

portées par d'autres auteurs (]77).
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P C C = T G

Lp(a) LDL Lp{a) LDL Lp(a) LDL
14 : 0 2,4 1,0 2,9 2,8 1,8 2,0
16 : O 26,8 27,7 10,6 11,2 28,3 24,8
16 & 1 2,2 0,6 4,6 5,7 3,6 8,1
18 : 0 17,0 19,0 1,5 0,9 6,2 6,3
18 : 1 24,7 25,0 37,6 34,9 48,8 51,7
18 : 2 18,9 19,2 41,8 42,8 10,9 6,8
20 : 4 8,0 745 1,0 1,7 0,4 0,3

PC : phosphatidyl-chocline
CE : esters de cholestéro]

I
TG ¢ triglycérides
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19

L

DES LDL

o/mg de protéine

Lp(a)

LDL

Total 197

£ B B
llexoses 127 108 54,6
Acides sialiques 70 66 10,4

65

A : préscent travail

o

SIMONS et coll. (177)

<
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En immunodiffusion, la Lp(a) réagit & la fois avec
Ltimmmesdrum anti-Lp{a) et avee Itimmunsdérum anti-LDL, ce qui

montre quec sa copule protdique est hétdrogine. Do rdcents

o+

travaux (61 ) (192) oat montréd gque cette copule pouvait, apris
purification de la Lp(a), se dissocicr au cours de la conser-
vation & 0° ¢ en trois composants : apoprotdéine B (05
sérumalbumine (15‘ﬁ) et apoprotdine Lp(a) (20 <),
Ltélectrophiordse sur gel de polywcrylamide - SDS
(figure 34 page 174 ) confirme la présence de sdrumalbuaine
et d'apo-B. Zlle indigue en outre la présence de deux autres
protéines : l'unc majeure de poids moléculaire voisin de
95 000, ltautre mineurc, & peine visible sur le cliché, de
poids moldéculaire voisin de 31 000, L'une d'entre elles ou

les deux pourraient correspondre a l'apo-Lpla).
i g

La mise en ocuvre de la méthode de purification que
nous proposons devrait nous permettre dans un proche avenir
d'obtenir une quantitd de Lp(a) suffisante pour étudicr plus

avant la composition protdique de cette lipoprotdine.

immunsérum anti-apo-Lp(a)

x® Qbfegtion g'Bn

Disposant d'une fraction purifide de Lp(a), il nous
a semblé intdéressant de ltutiliser pour la prdéparation d'un
immunsdérum spdécifique, ceci dans le but d'effectuer ensuite
un dosage immunologique de cette lipoprotéine. Pour la prépa-
ration de cet immunsérum, une partie de la fraction de densité
1,006 - 1,063 qui contient des LDL et de la Lp(a), est concen-
trée de fagon & obtenir 1 mg de protéines dans un volume de
1 ml. Aprés dialyse contre du sérum physiologique, on ajoute
une part égale d'adjuvant complet de FREUND contenant 2,5 mg
de Mycobactérium butyricum et on injeccte a ltanimal. Le lapin

est ainsi immunisé par 40 injections intradermiques de 50 /Ll




FIGURE 34

. 000 68 090 00

ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS DE LA Lp(a)

5%

;, - a
k d
. 1 3
1o
P : i
tube A: albumine pure
tube B: apo-B pure
tube C: Lpa délipidée o~
’ AU
a:apo-Lpa? e/

b: apo- Lpa?
C:apo-B

d: albumine

174




175

chacune de la solutlon d'antigdnes (188) ; les injections
sont faites au niveau du dos, prdéalableoument rasd, de L'uonimal
et on termine par unce piglre intra-muasculaire de Penthydral
(Institut Pasteur - ampoule de 1 ml).

¢

Les prdéléventents de sang sont effectuéds & lloreille ;

la premitre saignde est pratiquée trois semaines aprés L'dm-
munisation, les autres ont lieu & 15 Jjours d'intervalles.
Dans tous les cas, le sdérum recueilli apros centrifugation

est préservd de toute contamination microbienne par addition

d'azoture de sodium a 1 °/ (p/v). Les anticorps noun spcéci-
fiques sont absorbds par incubation de 1'immunsdrum & 37° C,

pendant 2 heures, avec du sdérum total humﬁin préalablement
phénotypé Lp{a-) par immunodiffusion et électrophorise (194 ),
puis maintien & 4° C pendant 1 nuit ; cette absorption

a pour but d!'élimincr la spécificité anti apo-B et anti-albu-
mine. Une centrifugation de 10 minutes & 1600 g permet ensuite
dtéliminer les complexes antigene-anticorps non spécifliques
qui sédimentent ; le surnageaunt qui renferme les anticorps

spécifiques est gardé & - 20° C jusqu'a utilisation.

Lt'immunsérum ainsi préparéd est testé par immuno-
diffusion contre une fraction pure de LDL isolde en ultracen-
trifugation et contre des sérums témoins Lp(a+) et Lp(a-).

Les rdactions sont apprécides au bout de 48 heures ;
elles sont compardes & celles obtenues avec un immunsdérum connu
et spécifique anti-apo Lp(a) (fourni par le Docteur BURSTZEIN,
CNTS, PARIS).

La figure 35 (page 176 ) fait état de nos résultats.

Lt'immunsdérum anti-apo Lp(a) obtenu par immunisation

du lapin est spécifique ; il donne un- arc de précipitation avec
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! FIGURE 35
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le sérum tdémoin Lp(a+) (lame 1) mais aveun avec un sdéruu
témoin phénotypd Lp(a~), par diffusion contre 1'imaunsdirun

de référence,

Ltabsorption totale des anticorps non spécificues
est confirumdic par Ll'ubseice d'arc de préecipitation lorsauton
Id

fait réagir 1'immmsdrun du lapin contre une fraction purifide

de LDL (lame 2).

¥ Misc au point d'unce méthode de dosage irmunologique

de la Lp(a) - Application

— e

Nous avons utilisé l'imnunsérum spdcifique anti-
apo Lp(a), ainsi préperéd, pour le dosage de la Lp(a) dans le
plasma par immunodlectrophorcse monodimensionnelle selon la

technique de LAURZLL (115) (appendice technique, page 221 ).

Le principe de ce dosage est le suivant : ltantigince
(plasme Lp(a+)) est soumis & une électrophordse dans un gel
d'agarose contenant ltanticorps spécifique du constituant a
doser (1tapo-Lp(a)). Il y a formation d'un pic de précipitation
ou "rocket" dont la hauteur est représentative de la quoantité
d'apo-Lp(a). Une droite d'étalonnage permet de convertir cette
hauteur en poids de lipoprotéine ; elle est établie en incor-
porant des quantités croissantes de Lp(a) & un sérum choisi
arbitrairement Lp(a-) et en reportant le carré de la hautecur
des "rockets" qu'ils donnent en immunodélectrophiorése en fonc-

tion de ces taux,

Nous ferons plusiecurs remarques a propos de cetie

méthode de dosage de la Lp(a) (194) :

- quand elle cst isolde, la molécule de Lp(a) est instable. Il
faut donc 1l'incorporer rapidement a un sérum pour calibrer

les standards d!'détalomnnage. Ceux-ci sce¢ conservent a - 20° ¢
; o
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et donnent alors des hautcurs de "roclkets" reproductibles

pendant qguelques semainces

-~ la concentration en Lp(a) est déterminde & partir du carrd

des bauteurs des "rocketst

~ 1télectroimmunodiffusion doit &tre prifiérde & 1l'immunodif-
fusion radiale sclon MANCINT (131, 194 ), Zn coffet, la massc
moldéculaire de 1la Lp(a) ¢tant relotivement importante, la
lipoprotdéine diffuse trcs lentement dans 1'agarosc. Les dia-
métros des anncaux de précipitation sont donc petits ot il
est difficile de les différencier des zones de diffusion ducs

a la concentratior,

La mise au point de cette méthode nous a permis de
déterminer la concentration en Lp(a) du plasma qui avait ser-
. \ . AT o . . . 0
vi a son isolement. Nous awvons pu ainsi constater gque ce sujed
(puB..., Roger) possdédait une quantitéd tris importante de Lp(a)

N

dans son sdérumn estimde & 2,50 g par litre, clecst-a-dire tris

loin des wvaleurs maximales rapportées dans la littérature

(6).

Nous avons pu, en outre, effectuer ce dosage dans
le plasma de la fille et dans celui de 1'épouse de ce paticnt.
Alors que la mcre ne posscéde que des traces non dosables de
Lp(a) dans son plasma, la fille en posside dgalement une con-

centration tres dlevée (1,17 g par litre).

Cette observation constitue, & notre connaissance,
la premiére observation mondiale de lthyper Lp(a) primitive
et soul¢ve le probliéme du caractére héréditaire de la trans-

mission de 1ltanomalie,
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Nous préscntons une nouvelle technique d'électro-

phortse préparative des lipoprotdines plasmatiques,

Blle cst simple et stoppose aux autres méthodologies
géndralement longucs et complexes qui, bien souvent, ne

fournissent cue des préparations impures ct dénaturdes.

Blle stapplique :

- & la sdéparation des LDL et des IIDL & partir du

plasma total,

= a la purification de la Lp(a) lipoprotéine & partir
dfune fraction de lipoprotdine la contenant et prdéalablement

isolée par ultracentrifugation de flottation.

Nous présentons en outre la composition chimigque
partielle de la Lp(a) et la préparation d'un immunsérum spé-
cifique qui nous permet le dosage dans le plasma, Enfin,
cet isolenent nous fournit le matériel de base pour 1l'étude
d'une protdine particulidre spécifique de la Lp(a) et encore

totalement inconnue,
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Deux oriciitations sount donndes au travail présenté

dans ce mimoire.

x Dnors un premicr teups, Nous nous sommes intdros-
sds aux problimes de typoge des hyperlipdumies et dons un but
de recherche trds appliqude, nous avons mis au point dtune

part une mdéthiode simple et précise d'apprdciation quantitative

»

sdriques de basse densitéd, dl'outre part

\

P2y

des lipoprotéines

<
7

une métliode de fractionnement 4lectrophordétique des lipopro-

tédines sur gel de polyacrylamide en gradient discontinu,

¥ Dans un deuxidme temps, nous nous sommes attachés
au problime . de la purification des lipoprotdines.
La mise au point d'un apparcil d'élcecctrophorese préparative
en gel de polyacrylamide nous a permis d'isoler les LDL, les
HDL ¢t la lipoprotdéine Lp(a).
Dl'implication pathologique cncore totaleanent inconnue, la
lipoprotéine Lp(a) suscite actuellement de trés nombreux
travaux., Son obtention & 1'état purifidé nous a permis de fairc
1%étude partielle de sa‘composition chimique et de préparer
un immunsdérum spécifique anti-apo Lp(a). Une méthode de dosage
immunologique de cette lipoprotéine par dlectroimmunodiffusion
a alors été misc au point. En lt'appliquant a 1l'détude des su- i
jets dyslipoprotdéinémiques de la Consultation des Maladies |
Métaboliques du Professeur JAILLARD, nous avons pu mettre en |
évidence pour la premicre fois l'existence d'unc hyper Lp(a)
lipoprotéinémie et soulever la possibilitd d'une traonsmission

hérédditaire de cette affection.
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CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DES LIPIDES

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 silice.

On utilise des plaques de verre sur lesquelles on fait

couler l'adsorbant additionné d'un solvant fixe : 1l'eau.

REACTIFS

1) SOLVANTS CLASSES PAR FORCE D'ELUTION CROISSANTE

- ——————————————————————————————————————— - ———

Ether de Pétrole,
Chloroforme,
Ether Ethylique,
Méthanol,
Eau.
L'addition d'acide acétique augmente considérablement
la force d'élution.
Le choix des solvants est fait en fonction des fraction-

nements. recherchés.
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2) SOLUTION DE RHODAMINE 6 G

Rhodamine 10 mg
Méthanol 100 ml

3) IODE

MATERIEL ET METHODES

1) PLAQUES DE 20 x 20 mm

~

- dégraisser a 1l'éther ethylique ;

- mélanger dans un mortier :

. Gel de silice G . 45 g
(KIESELGEL G)
. Eau distillée 84 ml

- verser le mélange bien homogéne dans l'étaleur
automatique CAMAG ;

- laisser sécher les plaques a l'air.

2) < CUVES DE DEVELOPPEMENT -EN VERRE

———————————————————— —— ——— — ——————

- appliquer sur les 3 faces internes de la cuve,
des bandes de papier Whatman n° 3 préaléblement
trempées dans 1l'éluant ;

= introduire le solvant approprié soit environ
200 ml ;

- laisser 1'équilibre s'établir et au bout de w

~

10 & 15 mn, commencer a développer.

3) TECHNIQUE

= réactiver des plaques 10 mn & 110° ;

- tracer au crayon, sur la plaque : 2 sillons
latéraux extrémes pour éviter les effets de
distorsion et un & la partie supérieure de la

plaque.



DEPOT

SOLVANT

REVELATION

ELUTION

LIPIDES APOLAIRES LIPIDES POLAIRES

a 1,5 cm du bord inférieur de la plaque
l'aide d'une seringue HAMILTON

Qr

Ether de pétrole 180ml | Chloroforme 115 ml

Ether ethylique 20ml | Méthanol 45 ml
CH3COOH pur 2 ml | Ammoniagque
7N 7:5 ml

Rhodamine 6 G : taches fluorescentes
sous, rayonnement ultra-violet a 360 nm

Jode : taches brunes

Repérage des taches
Grattage du gel correspondant
Eluer les lipides dans un mélange

d'extraction choisi.

LRI
\\\.:,‘./
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DOSAGE DES PHOSPHOLIPIDES

d'aprds RAHEJA et Coll. (152)

(1973) - Journal of Lipid Research. 14, 695.

PRINCIPE

Les phospholipides sont dosés sans minéralisation.

REACTIFS

1) METHANOL

2) CHLOROFORME

3) SOLUTION CHROMOGENE :

. Solution A :

Dissoudre 16 g de molybdate d'ammonium dans

120 ml d'eau.

. Solution B :

Prélever 80 mi.de la solution A, ajouter 40 ml
d' HCl1l concentré et 10 ml de mercure.

Agiter pendant 30 mn et filtrer.
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z Solutlon fEens

Mélanger 200 ml d'H»SO4 concentré au reste de la

solution A et ajouter le mélange a la solution B.

. Solution chromogéne proprement gdit 3

Prélever 25 ml de solution C, ajouter 45 ml de

méthanol, 5 ml de chloroforme et 20 ml d'eau.

METHODE

Aprés fraction sur gel de silice et révélation par 1l'iode,
les fractions phospholipidigues sont grattées et é&luées par agi-
tation avec 5 ml de chloroforme, 5 ml dé méthanol. Aprés dépha-
sage par addition de 4,5 ml d'eau, la phase inférieure chlorofor-

mique est récupérée et évaporée sous azote.

Le résidu sec est repris par 0,4 ml de chloroforme et
0,1 ml de solution chromogéne. Le mélange est porté 85 secondes
au bain-marie bouillant et aprés ‘10 mn de refroidissement a tem-
pérature ambiante, 5 ml de chloroforme sont ajoutés. Aprés agita-
tion et repos de 30 mn, la lecture se fait &8 710 nm contre un

blanc témoin.

Des courbes d'étalonnage relatives aux différentes classes
de phospholipides sont établies en utilisant des étalons traités
dans les mémes conditions. La teneur en phospholipides est lue
sur la droite obtenue. L'é&talonnage doit é&tre effectué chaque

fois que l'on prépare une nouvelle solution chromogéne.

Il existe une relation linéaire entre la densité optique
et la teneur en phosphore pour des valeurs comprises entre 1 et

10 ug de phosphore lipidique.
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DOSAGE SIMULTANE DU CHOLESTEROL ET DES GLYCERIDES

SUR AUTOANALYSEUR 1II

d'aprés RUSH R.L., LEON L.P., TURREL J. (161)

Advances in automated analysis technicon.

Internation, Congress (1970)
PRINCIPE

1/ DOSAGE DES GLYCERIDES

......................................................

La méthode de dosage des glycérides au moyen de 1'autoanalyseur II

utilise la réaction

saponification oxydation _
GLYCERIDES > GLYCEROL —— > FORMAL-
DEHYDE
FORMALDEHYDE ‘ P> 3,5,DIACETYL-1,4, DIHYDROLUTIDINE
en présence : - d'acétate d'ammonium

- d'acétylacétone.

Les glycérides des extraits lipidiques isopropanoliques sont saponifiés par
la potasse alcoolique. Le glycérol libéré est oxydé en formaldéhyde par un
réactif periodique. Le formaldéhyde est ensuite condensé avec les ions ammo- |

nium et 1'acétylacétone en 3,5, diacétyl-1,4 dihydrolutidine fluorescente.

Aprés excitation 4 405 nm, l'intensité de la fluorescence est appréciée

4 485 nm,
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2/ DOSAGE DU CHOLESTEROL

--------------------------------------------------------

Les extraits lipidiques isopropanoliques sont introduits dans du réactif
de LIEBERMANN, puis chauffés 4 60°C dans un bain-marie ol se produit

le développement de la réaction colorée.

La coloration verte obtenue est lue & 630 nm.

REACTIFS

1) REACTIF DE COLORATION DU CHOLESTEROL

A 600 ml d'anhydride acétique, ajouter lentement 300 ml d'acide acétique glacial

~

Refroidir & + 4°C et ajouter avec précaution 100 ml d'acide sulfurique pré-
refroidi en mélangeant constamment,

Stocker 4 + 4°C dans une bouteille sombre.

I1 doit étre exempt d'aldéhyde.

3) POTASSE 0,8 M.

KOH 45 g.

H,O distillée gsp 1000 ml,

2

4) REACTIF AU PERIODATE

Dans une fiole jaugée de 1 litre : : 4 500 ml d'eau distillée ajouter lentement
115 ml d'acide acétique glacial,

Dissoudre 5,4 g de periodate de sodium et compléter & 1 litre avec de l'eau
distillée.

5) REACTIF A L'ACETYLACETONE

Mélanger 25 ml d'isopropanol 4 99 % et 7,5 ml d'acétylacétone.
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~

Les additionner a4 500 ml d'acétate d'ammonium 2M amené & pH 6 avec de
1'acide chlorhydrique 2N. '

Compléter & 1 litre avec l'acétate d'ammonium 2M de pH 6 et conserver
en bouteille ambrée. :

Le réactif doit étre préparé chaque jour.

6) MELANGE ABSORBANT

B e e e T T T

Moudre 200 g de zéolite et la laisser sécher une nuit & 110°C.

Aprés refroidissement, ajouter : 20 g de réactif de Lloyd
' 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 cholestérol
et des glycérides, sont préparées 4 partir d'une solution-mére de cholestérol
dans 1'isopropanol (& 5 g/l) et de solutions de trioléine dans l'isopropanol conte-
nant respectivement 50, 100, 150, 200, et 300 mg de trioléine pour 100 ml

d'isopropanol,

Procéder selon le schéma suivant

Concentrations
Solutions de Solution-mére de
trioléine cholestérol taoproyenel cholestérol [triglycérides

g/1 g/1
5 | 0,5 ml 0 gsp 10 ml 0 0,5
2 0,5 ml 0 gsp 10 ml 0 1
3 0,5 ml 0,1 ml gsp 10 ml ¥ 1,56
4 0,5 ml 0,2 ml gsp 10 ml 2 2
5 0,5 ml 0,4 ml gsp 10 ml 4 3




TRAITEMENT DES SERUMS

Pipetter 0,5 ml de sérum dans 9,5 ml d'is0propé.fldl'é 99 %.
Agiter au Vortex 30 secondes.

Ajouter 2 g de zéolite et agiter 4 nouveau 30 secondes au Vortex.
Laisser déposer 30 minutes, en agitant toutes les 10 minutes.

Centrifuger et recueillir le surnageant.

DOSAGE

Le schéma de montage figure 4 la page suivante.

- pour le dosage des glycérides, établir la ligne de base sur l'eau

puis sur les réactifs afin de dépister une fluorescence parasite.

- pour le dosage du cholestérol, la ligne de base est établie sur le

réactif avec de l'isopropanol 4 la place de 1'échantillon,

Dans les deux cas, l'expansion d'échelle est faite sur 1'étalon le plus

concentré,

191
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DOSAGE ENZYMATIQUE DU CHOLESTEROL LIBRE ET TOTAL

EN FLUX CONTINU

d'aprds FRUCHART et Coll.(77)

(1976) - Clinica Chimica Acta. 63, 399.

PRINCIPE

—_—

Aprés dénaturation des 1ipoprotéines‘par 1'hydroxypoly-
éthoxydodécane, le cholestérol libre est transformé en Ay-
cholesténone par la cholestérol-oxydase en présence d'oxygéne.

Le peroxyde d'hydrogéne formé dans la réaction oxyde le méthanol
en formaldéhyde en présence de catalase et le formaldéhyde réagit
avec l'acétylacétone et des ions ammonium pour former le 3,5-
diacétyl-1,4-dihydrolutidine dosée fluorimétriquement. Le choles-
térol total est dosé selon le méme principe mais les stérides sont

hydrolysés au préalable par la cholestérol-estérase.

REACTIFS

1) Tampon phosphate d'ammonium 0,6 M pH 7.
: Méthanol 1,7 M.
Catalase > 700 U/ml.

2) Acétylacétone 0,42 M.
Méthanol 1,5 M.
Hydroxypolyéthoxydodécane 2,2 %.



3) Cholestérol-estérase > 7 U/ml.
4) Cholestérol-oxydase > 4 U/ml.

5) Gamme étalon de cholestérol en solution aqueuse

stabilisée (Préciset-Boehringer n° 15.730).
6) Solution de chlorure de sodium a 9 g/l.

7) Solution de travail (a préparer extemporanément).
Pour le dosage du cholestérol total, elle est obtenue
en 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 méme fagon mais le réactif 3 est rempla-

cé par de l'eau distillée.

TECHNIQUE

Les dosages sont réalisés a 1l'Autoanalyseur Technicon AAI

(selon le schéma p.195 ).

Le sérum ou les étalons dilués automatiquement avec du
sérum physiologique sont mélangés a la solution de travail conte-
nant les deux enzymes. L'incubation est réalisée & 37° C dans un
bain-marie & double bobine. La fluorescence de la lutidine formée
est appréciée 3 485 nm aprés excitation a 405 nm. La cadence est
de 40 dosages a l'heure avec un rapport temps de prélévement/temps
de rincage de 2/1. La ligne de base de l'enregistreur est réglée
sur l'eau distillée. L'expansion est faite sur 1'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 a& l'aide du bouton d'expan-
sion du fluorimétre. Dans ces conditions, les taux de cholestérol
se déduisent de la courbe d'étalonnage aprés. enregistrement auto-

matique.



125

———— A — EVIER
A
TR e
i '
| |
< 0051 . ATR
|
b A e BRI BRI 6
a
¥ L
<t x ECHANTILLON
| l
b ; 0,025 I
b ; ]
S T
e A, & ] ‘ , SOLUTION DE TRAVAIL
0,051 |
=i : AIR
| (
|
l I
| I
\ T
Jis ot e i R A
N
1 ¢ e
I ] T came 40 - 2/1
BAIN-MARIE FLUORIMETRE ENREGISTREUR
37°

SCHEMA DE MONTAGE POUR LE DOSAGE ENZYMATIQUE

DU CHOLESTEROL LIBRE ET TOTAL EN FiUX CONTINU




196

DOSAGE DU CHOLESTEROL TOTAL ET DU CHOLESTEROL LIBRE

PLASMATIQUE PAR CHROMATOGRAPHIE GAZ LIQUIDE

d'aprés AMBERT et coll.(7)
(1976) - Clinica Chimica Acta. 68, 31.

PRINCIPE

Aprés extraction des lipides et déphasage, la phase orga-
nique contenant le cholestérol libre est injectée dans une colonne
de verre contenant du Gas chrom Q 100/120 mesh imprégné de 3 $%
de phase apolaire O V 17. La séparation est réalisée a 260° C et
la détection se fait par ionisation de flamme. Le pic correspon-
dant au cholestérol est quantifié par rapport au pic d'un é&talon
interne de cholestane. |

Le cholestérol total est dosé selon le méme principe mais
les stérides sont saponifiés au préalable par 1'hydroxyde de
tétraméthylammonium.

APPAREILLAGE

~

1 - Chromatographe équipé d'un détecteur & ionisation et
couplé & un intégrateur.

2 - Colonne de verre (longueur 0,75 m, diamétre interne
3,5 mm).



REACTIFS

10

=~

Seringues a injection d'une contenance de 25 ul.

Bain-marie réglé a 75° C.

Acétate d'éthyle.

Hydroxyde de tétraméthylammonium (TMH en solution

da 20 % dans le méthanol).
Ether éthylique.
Isopropanol.

Méthanol.

Chloroforme.

5 a cholestane (Sigma).

Solution d'étalon interne :

5 a cholestane..........;.................. 25
Ehor: LB EAtius o ou visimess aain s wh e e ow v e e #oe 125
Dissoudre puis compléter avec

L' 180pYOPanol. .« sl B Pl iaaviens R P 100

Réactif d'extraction :
Solution dléetalon INEEENG .. v «eisions oo s ss e - 2l

MéthanOl-....-.......-..--..---.-...-....-- 5

Réactif d'extraction et de saponification :
Solution Al8talon INLBrNe. < vevissisanssse 20
TMHaZO %O...l...'..l.l......l.l.‘l.....‘; 5

197
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11 - Cholestérol purissime (Baker conservé sous Argon).

12 - Solution de cholestérol :

23 %y

TECHNIQUE

Solution mére a 13 mmol/1l

'ChOleStérOl........---------oo----.-.--... 502 mg
Isopropanol. . ... GShiD e e eee il e e s imetel Lt OO I
. Solution ‘de travail a4 1,3 mmol/1l
SOl i RN e s S % i 3 ele o e s el S 5 ml
LeapEOp afoll e ol il S P vlile oieis sys nic o it viasu Wiiran, 50 ml

Préparation et conditionnement de la colonne :
Avant le remplissage, le tube est rempli de Glass-Treet
(Touzart et Matignon), rincé avec du méthanol et chauf-
fé 3 100° C pendant une nuit. Aprés mise en place de la
phase stationnaire constituée de Gas-Chrom Q 100/120 mesh
imprégné de 3 % 4'0O V 17, les extrémités du tube sont fer-

mées avec de la laine de verre silanisée.

La colonne est conditionnée 1 heure 3 290° C sans gaz

vecteur puis deux jours & 260° C avec gaz vecteur (N3).

- Dans des tubes a centrifuger de 15 ml & bouchage

hermétique, mesurer :
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Etalonnage Dosage
5,2 mmol/1 (10,4mmol/1%*|Total |Libre
Solution de cholestérol
: (ml)
-3 1,3 mmoly/} 3 = " -
- a 2,6 mmol/1 = 1 - =
Evaporer a sec
EBau distillée (ml) 0,25 0,25 = =
Sérum ou plasma (ml) = - 0,25 8,25
Réactif d'extraction et 1 1 1' &
de saponification (ml)
Réactif d'extraction
- + s - 1
(ml1)
#*. e .facultatif
iy
Uiig
Agiter pendant 10 secondes. .
Placer a 75° C pendant 20 mn. Refroidir.
Dans' chaque tube mesurer : acétate d'éthyle 1.5 mi
eau distillée e s e

Agiter, centrifuger pendant 5 mn & 1000 xg. Recueillir

le surnageant prét a &tre injecté dans 1l'appareil.

Les conditions de la chromatographie sont les suivantes
Température de colonne : 260° C

290% C

Température du détectéur 2 300° C

45 ml/mn

600 ml/mn

100x2

3 ul

Température de l'injecteur :

Débit d'hydrogéne :
Débit d'air :
Atténuation :

Volume injecté :
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CALCUL

Sur le chromatogramme, aprés la réponse du détecteur au
solvant, apparaissent successivement le pic de cholestane et celui

du cholestérol en dernier 10 & 15 minutes aprés l'injection.

Etablir le rapport

Surface du pic de cholestérol (1,3 umol)
Surface du pic de cholestane

R =

Les concentrations mmolaires en cholestérol total et libre

sont obtenues selon les formules

Surface du pic cholestérol total ;3 d
Cholestérol total (en mmol/l) = B+ e

Surface du pic cholestane R

Surface du pic cholestérol libre 1, 85004

Cholestérol libre (en mmol/1l) = %
: Surface du pic cholestane R
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APPLICATION DE LA PRECIPITATION SELECTIVE ~DES LIPOPROTEINES

PAR LES POLYANIONS ET DETERGENTS A LA QUANTIFICATION

DES LDL ET HDL PLASMATIQUES

d'aprés une adaptation par WILSON et SPIGER

de la méthode de FREDRICKSON et coll.(204)

/

(1973) - J. Lab. Clin. Med. 82, 473.

PRINCIPE

Aprés fractionnement des lipoprotéines par deux étapes de
précipitation, le cholestérol de chaque fraction est dosé. A par-
tir des valeurs obtenues, le taux de cholestérol contenu dans les
HDL et les LDL est calculé.

- Le principe de la précipitation est résumé dans le
schéma 1 (p.202 ).

- Le dosage du cholestérol est effectué par chromatographie

gaz-liquide (appendice technique, p.196 ).
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PLASMA
Précipitation par 1'héparine . Précipitation des VLDL
et le chlorure de manganése par le SDS
des LDL et des VLDL
vV
Recueil du surnageant Recueil du sous-nageant
aprés centrifugation aprés centrifugation
et dosage du cholestérol et dosage du cholestérol
C (HDL) = C3 C (LDL + HDL) = Ci

Cl"C3

I

Q
[
S
5

SCHEMA 1 PRECIPITATION SELECTIVE DES LIPOPROTEINES
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REACTIFS

1) SOLUTION DE LAURYLSULFATE DE SOﬁIUM (SDS)

oo g O L Al S Sade g e e 3 10 g
B T (T AR Yo« TR S e B Y RIS 100 ml

La solution est ajustée a pH 9 avec de la soude N.

2) SOLUTION DE CHLORURE DE MANGANESE

s EAN SE s R B L e L S S e 100 ml

3) HEPARINATE DE SODIUM (Prolabo)

S ————————————————— —

TECHNIQUE

- Pour la séparation des HDL, 3 ml de plasma sont mélangés
avec 0,15 ml de solution de MnCly et 6 mg d'héparinate
de sodium. Aprés 24 h a # 4° C, les VLDL et les LDL for-
ment un précipité qui est éliminé par centrifugation a
+ 4° C et & 3 000 g pendant 20 minutes. Le cholestérol

est dosé sur le surnageant, soit C3.

- Pour la séparation des VLDL et chylomicrons éventuels,
2 ml de plasma sont mélangés a 0,15 ml de la solution de
SDS et le mélange est incubé 2 h au bain-marie & 35° C.
Aprés centrifugation a8 3 000 g pendant 15 minutes, le
sous—-nageant est récupéré et le cholestérol est dosé,
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CALCUL

C ppr est obtenu directement (C3).

CLbt, = C (LDL + HDL) =:C {HDPL) soit Cj ~ G,



205

DOSAGE DES HEXOSES

d'aprés la méthode de TILLMANS et PHILIPPI(]84)

modifiée par RIMINGTON (156)

PRINCIPE

Par chauffage en présence d'acide sulfurique, les hexoses

-libérent des chromogénes dérivés du furfural qui, par condensa-

tion avec l'orcinol donnent une coloration brun-orangé.

L'intensité de la coloration est proportionnelle a 1la

concentration en oses.

REACTIFS

1) SOLUTION D'ORCINOL

Dissoudre 1,5 g d'orcinol dans une solution aqueuse
d'HyS04 pur & 30 p. 100 (v/v) et compléter & 100 ml.

La solution d'orcinol doit étre conservée & 0° C et dans

des flacons en verre pyrex. Généralement, elle laisse déposer des

cristaux que l'on redissout au bain-marie.

2) SOLUTION A 60 p. 100 D'HySO4 CONCENTRE (v/V)
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3) SOLUTIONS D'OSES POUR "TEMOINS INTERNES"

Solution mére contenant 100 mg d'oses totaux pour 100 ml
d'eau bidistillée. Cette solution se conserve & - 20° C aprés
avoir été additionnée de quelques gouttes de chloroforme et d'une
goutte de HCl.

Solution-témoin contenant 100 ug d'oses par ml, obtenue

par dilution au 1/10'de la solution-mére.

Elle est également conservée en présence de chloroforme

et d'acide chlorhydrique et peut se garder 1 mois a 0° C.

DEVELOPPEMENT DE LA REACTION

Dans des tubes a hémolyse trés propres sont introduits,
100 ul de la solution i doser (ou extrait sec repris par 100 ul
d'eau bidistillée), 200 ul de la solution d'orcinol et 1,5 ml de

la solution d'H;SO4 & 60 p. cent.

Les tubes sont maintenus 20 minutes exactement dans un

bain-marie réglé a 80° c * 2° c.

Ils sont ensuite refroidis sous un courant d'eau et placés

3 l'obscurité pendant 45 minutes.

L'absorbance de chacune des solutions est déterminée &
510 nm.
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RESULTATS

Pour des quantités égales des différents oses, les absor-
bances varient. La solution de référence utilisée pour les dosages
est constituée d'un mélange en quantités égales de galactose et
de mannose dans des ;apports de concentration identiques aux rap-

prots molaires des différents oses.

La quantité d'oses totaux présents dans la solution est

donnée en mg par ml, par la formule suivante :

AX
Al 00X1O

ol Ay = absorbance de la solution a titrer

Aj100 = absorbance de 100 ug d'ose(s) pure(s) de la solution

témoin
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DOSAGE DES ACIDES SIALIQUES

d'aprés la méthode de NIAZI et -STATE (141)

modifiée par WERNER et ODIN (197)

PRINCIPE

Les acides sialiques, acide N-acétyl-neuraminique surtout,
sous l'action»des acides présents dans le réactif 3 la diphényla-
mine sont rapidement désacétylés et décarboxylés en 2-désoxy-4-
amino-octose. Ce composé subit ensuite une dégradation plus pous-
sée avec formation d'un chromogéne dont la condensation a la
diphénylamine fournit une coloration bleue-violacée qui présente

un maximum d'absorption & 530 nm.

Cette méthode s'applique aux acides'sialiques conjugués.

REACTIFS

1) SOLUTIONS AQUEUSES D'ACIDE TRICHLORACETIQUE_(ATCA)

Solutions a : 5,0 g/100 ml
' 7,5 g/100 ml
et 15,0 g/100 ml
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2) REACTIF A LA DIPHENYLAMINE

Dissoudre 5 g de diphénylamine pure dans un mélange de

450 ml d'acide acétique pur et 50 ml d'acide sulfurique pur.

=~

Le réactif se conserve 3 2° C et & l'obscurité. Si des
cristaux se forment, on les redissout par chauffage dans un

bain-marie tiéde.

3) SOLUTIONS TITREES D'ACIDE STALIQUE

Dissoudre 100 ug d'acide N—acétyl—neuraminique dans 1 ml
d'eau bidistillée. Cette solution étalon est additionnée d'une

goutte de  HC1l concentré et de chloroforme et conservée i 2° C.

DEVELOPPEMENT DE LA COLORATION

Dans des tubes a essais trés propres, on introduit 1'échan-
tillon & doser et les solutions étalon et l'une des solutions
d'ATCA dans un volume final de 30C ul. La concentration finale
en ATCA doit étre de 5 p. 100 (p/Vv).

Aux 300 pl de solution ainsi obtenue, on ajoute 0,6 ml du

réactif 3 la diphénylamine.

Les tubes sont soigneusement agités et placés au bain-marie

bouillant pendant 30 minutes.

Ils sont ensuite refroidis et maintenus a 1l'obscurité pen-

dant 30 minutes.

La mesure des absorbances est effectuée i 530 nm et la

coloration est stable & 1l'obscurité pendant 6 heures.
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RESULTATS

~

Les différents acides sialiques ne donnent pas a quantité
égale, la méme absorbance. Il est donc important de préciser la
composition de la solution étalon lors de 1l'expression des résul-

tats, ou d'utiliser des solutions contenant les mémes acides sia-

-~

liques et & concentrations identiques que la solution 3 doser.

La quantité d'acides sialiques totaux (en mg par ml) est

calculée par la formule suivante :

Ax

Alooxlo

ol A, = absorbance donnée par 1 ml de la solution & doser

Ajpoo = absorbance donnée par 100 ug d'acides sialiques.
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DOSAGE DES PROTEINES

d'aprés la méthode de LOWRY (]25)

modifiée par DAUGHADAY et coll. (56)

PRINCIPE

Il repose sur la réduction des acides phosphotungstique
et phosphomolybdique du réactif de Folin, en présence du complexe
formé en milieu alcalin entre les ions Cu?t et les groupements
tyrosine et tryptophane des protéines. Il se développe une colo-
ration bleue dont l'intensité est propbrtionnelle au taux de

protéines. L'absorbance est mesurée a 750 ou 500 nm.

REACTIFS

1) SOLUTION_A

Solution de NaCO3 a 2 % (p/v) dans de la soude 0,1 M et
contenant 0,02 & (p/v) de tartrate double de Na et de K.

2) SOLUTION B

Solution de CuSO4, 5 Hy0 & 0,5 % (p/v) dans de l'eau
distillée. : 3



3) SOLUTION_C

Solution de travail préparée par un mélange de 50 volumes

solution A et de 1 volume de solution B.

Elle se conserve une journée.

4) REACTIF DE FOLIN-CIOCALTEU_(Merck)

A diluer au 1/2 avec de l'eau bidistillée.

5) ETALONS DE SERUMALBUMINE#

Une gamme d'étalonnage de 5 a 200 ug de sérumalbumine/ml
est réalisée par dilution dans de l'eau bidistillée d'une solu-

tion mére de sérumalbumine bovine titrant 200 ug/ml.

MODE OPERATOIRE

Dans un tube 3 hémolyse trés propre, introduire 0,2 ml de

la solution 3@ doser et 1 ml de la solution C.

Agiter et laisser 10 minutes au moins & température

ambiante.

Ajouter ensuite 100 upl de réactif de Folin-Ciocalteu et

mélanger immédiatement.
La coloration se développe en 30 minutes & l'obscurité.

L'absorbance de la solution est mesurée

- 3 750 nm pour les étalons titrant 5 a 25 ug/ml,
- 3 500 nm pour les étalons titrant 50 & 200 ug/ml.

#¥ Sérumalbumine bovine Pentex - Laboratoire Miles

de



RESULTATS

Une droite d'étalonnage C = k A (A = absorbance et
C = concentration) permet de relier directement 1'absorbance

d'une solution & son taux de protéines exprimé en ug/ml.

213
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SEPARATION DES APOPROTEINES PAR ELECTROPHORESE

SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE

DE DODECYLSULFATE DE SODIUM

d'aprés une adaptation de 1la méthode

de WEBER et OSBORN (195)

PRINCIPE

Les protéines sont séparées par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS). Le
détergent réagit avec les protéines et les complexes micellaires
formés se séparent en fonction du poids moléculaire de la protéine ;
il existe une relation linéaire entre le logarithme du poids molé-

culaire et la mobilité électrophorétique.

REACTIFS

- Acrylamide (p.a.)

- N, N'-méthyléne-bisacrylamide (p.a.)

- Phosphate monosodique (p.a.) (Hz NaPO4, 2H2O0)

- Phosphate disodique (p.a.) (HNapy PO4, 12H30)

- Dodécylsulfate de sodium (p.a.) (SDS)

- Persulfate d'ammonium (p.a.)

- N, N, N', N'-tétraméthyléthylénediamine (p.a.) (TEMED)
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- 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 électrophorése sur gel de

polyacrylamide (Polyanalyst, Buchler Instruments¥)

~ ~

reliée 3 un cryostat réglé a + .17° C.

- Tubes de verre de 75 mm de long, 7 mm de diamétre

extérieur et 5 mm de diamétre intérieur.

- Dispositif d'agitation (Prolabo).

MODE OPERATOIRE

1) PREPARATION DES GELS

Les compositions des différentes solutions utilisées pour
la préparation des gels sont données dans le tableau I . Elles

se conservent 3 + 4° C en bouteille sombre.

La solution de gel est obtenue en mélangeant extemporané-

"ment 15 ml de solution II avec : 13 ml de solution I, 2 ml d'une

solution de persulfate d'ammonium & 1 & (p/v) et 30 ul de TEMED.

o®

OSI, 15 rue de Javel, 75739 PARIS CEDEX 15
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Elle est coulée dans les tubes de verreASur‘une hauteur de
65 mm. Une goutte d'eau est déposée, avec précaution et en évitant
tout mélange, au dessus de la solution pour pallier la formation
d'un ménisque lors de la polymérisation qui se fait en 1 heure
a8 température du laboratoire. Cette goutte d'eau est ensuite

€liminée par absorption sur papier filtre.

2) PREPARATION DU TAMPON D'ELECTROPHORESE

Le tampon d'électrophorése (solution III) est préparé sui-
vant les indications du tableau I . Il se conserve.3d + 4° C et
peut étre utilisé pendant une semaine a raison de 2 migrations

par semaine.

3) PREPARATION ET DEPOT DES ECFANTILLONS

; Avant 1l'é&lectrophorése, 100 pl d'une solution contenant

5 g de protéines par litre d'échantillon & analyser ou de solu-
tion protéique servant de référence sont mélangés volume a volume
avec une solution de SDS (& la concentration de 2 % p/v dans la

solution II dilué au 1/5).

Ce mélange est-porté au bain-marie bouillant pendant 5 mi-
nutes, puis additionné d'une goutte.de glycérol et d'une goutte
d'une solution de bleu de bromophénol a 0,05 % (p/v) dans la solu-
tion IT diluée au 1/5. Le glycérol évite, lors de la mise en route
de l'électrophorése, la diffusion des protéines dans le tampon et

le bleu de bromophénol sert de témoin de migration.

Une fraction aliquote de 20 pyl du mélange ainsi obtenu,'qui
contient 40 ug de protéines, est déposée au sommet du gel et les
tubes sont remplis de tampon d'électrophorése, avec précaution,

de maniére 3 ne pas mélanger les 2 solutions.



4) MIGRATION

27

Les tubes sont introduits dans la cellule d'électrophoreése

thermostatée, de maniére a8 ce que leur extrémité 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 & 5 heures, temps né-

cessaire pour que le bleu de bromophénol se situe a 10 mm environ

de l'extrémité inférieure du tube.

5) COLORATION ET DECOLORATION

Aprés démoulage, les gels sont colorés d'aprés une adapta-
tion de la méthode de FAIRBANKS (64 ), sous une faible agitation

dans une solution 3 0,01 % d'amidoschwartz dans 1l'isopropanol a

2,5 % contenant 10

d'acide acétique glacial.

La décoloration s'effectue par diffusion dans de 1l'acide

-~

acétique a 10 % sous agitation. Dans ces conditions, au bout de

48 heures, le fond des gels est parfaitement incolore.

6) CONSERVATION

Les gels peuvent &tre conservés, a l'abri de la lumiére,

dans de l'acide acétique & 7 % ou dans l'eau distillée.

TABLEAU I : Composition des différentes solutions utilisées pour

la préparation des gels et du tampon d'électrophorése.

s IT ITT
; : Tampon phosphate |Tampon phosphate
Solutions grootation 10,05 M - SDS 2 % |0,025M - SDS 1 %
3 4 pH 7,1 pH 7,1
Acrylamide 22,5 '9g
Bis-acrylamide 0,63 g '
Phosphate monosodique 8,81 g 8,81 g
Phosphate disodique 51,5 g 51;5 g
SDS 2 g 2 g
Eau distillée g.s.p. 130 ml 1000 ml 2000 ml
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RESULTATS

L'analyse d'un mélange de lysozyme, d'antitrypsine, de sé-
rumalbumine, de RNA-polymérase B, d'albumine d'oceuf 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 3 la mobilité électrophorétique rapportée
a celle du lysozyme et choisié arbitrairement comme étant égale
1

Qr

Les correspondances suivantes sont obtenues

R M ' P M
Lysozyme 1 14 300
Antitrypsine 0,89 21 500
Sérumalbumine ' 0,42 68 000
RNA-polymérase B ‘ 0,10 160 000
Albumine d'oeuf 0,59 45 000-
Chymotrypsine 0,77 25 000

L'électrophorése de la lipoprotéine Lp(a) délipidée met en
évidence les différentes apoprotéines entrant dans la composition

de sa copule protéique (figure34 , page 174 , tube C).

Par rapport a des migrations témoins de sérumalbumine et
~d'apo-C (tubes A et B), les bandes de migration correspondant &

ces 2 protéines sont facilement localisées (a, b).
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Deux autres bandes (c et d) pourraient correspondre a
1l'apoprotéine Lp(a) spécifique de la lipoprotéine et, si 1l'on

se reporte a la figure 1, & des valeurs de RM respectives de
0,29 et 0,75 correspondent des protéines de PM 95 000 et 31 000.



FIGURE |1
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DETERMINATION DU POIDS MOLECULAIRE DES PROTEINES EN FONCTION
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IMMUNOELECTROPHORESE SELON LA METHODE. DE LAURELL

APPLICATION AU DOSAGE DE LA Lp(a)’ LIPOPROTEINE

d'apréds LAURELL (115)

(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-

sérum monospécifique.

Une réaction antigéne-anticorps se développe pendant'la
migration de l'antigéne. Il y a formation d'un pic de précipita-
tion dont la hauteur est proportionnelle 3 la concentration en

antigéne.

REACTIFS

1) SOLUTION TAMPON

Dissoudre 20,6 g de véronal sodé et 3,5 g de véronal acide
dans environ 4 litres d'eau distillée.
Ajuster le pH a 8,6 avec de la soude ou de l'acide acétique,

puis compléter 3 5 litres avec de 1l'eau distillée.



2) SOLUTION D'AGAROSE A 23 (p/v) DANS_LE_TAMPON

Dissoudre par chauffage au bain-marie bouillant
Agarose Serva¥...... E T AN &y
sotutien tampon pH 68,6...dsc» 100 ml

Azotnre 'de SOGIUMs , o eoais sie 0,1 g

3) SOLUTION COLORANTE

‘Dissoudre 5 g de bleu de Coomassie dans le solvant suivant

Alcbol '95% .otk L% e e et DD ml
Acide acétique...... S At 100 ml
Eau distillee. i i iess wivs 450 ml

~

Laisser reposer une nuit a température ambiante.

Filtrer et conserver a l'abri de la lumiére.

4) SOLUTION DECOLORANTE

Mélanger :
Alcool 8thyligue 95%,.:..vess 450 ml
Acide acétique..... SoATs & vseye s 100 ml
Bl QLebi V180, | i v nvivani s BN ol

APPAREILLAGE

Plaques de verre (20,5 x 11 cm)

Table horizontale réglable

-~

Bain-marie réglé i 54° c ¥ 1° C
Emporte-piéces de 3 mm de diamétre
Microseringue de 5 ul

-~

Chambre d'électrophorése comprenant 2 bacs a électrodes
et une plaque réfrigérée par serpentin & circulation
d'eau (Behring Institute - 10 rue Clément Marot - PARIS

75008) .

a

# Agarose pur Feinbiochemica (Heidelberg) .
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Siphon pour l'égalisation des niveaux du tampon

Redresseur de courant avec voltmétre.:

Mode opératoire appliqué au dosage

de la Lp(a) lipoprotéine dans le plasma

~

Sur les plagques dégraissées a l'éther, on coule
une "couche d'imprégnation”" (une goutte de la solution
d'agarose a 2 % étalée au pinceau) destinée & retenir

le gel lors des lavages.

Ce gel, d'une concentratiﬁn de 1 % est obtenu en
diluant au 1/2 la solution d'agarose a 2 % avec l'immun-
sérum en solution dans le tampon pH 8,6 ; le mélange se
fait 8 54 - 55° C avec des solutions ramenées préalable

~

ment & cette température.

30 ml de gel, ainsi préparé, sont coulés par
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 schéma

suivant :
®
A
Sens de
migration
2888 o
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Le taux de protéines de la solution lipoprotéique
purifiée est déterminé par dosage selon la méthode de
LOWRY (p. 211 ). Le coefficient de transformation en

taux de lipoprotéine est de 2,8

Une gamme d'étalonnage est réalisée en incorporant
différentes quantités connues de cette solution standard

a un plasma choisi arbitrairement mais Lp(a-).

Une gamme d'étalonnage est ainsi réalisée ; elle
correspond a 25, 50, 75 et 100 mg de Lp(a) pour 100 ml

de plasma.

A l'aide d'une microseringue, 5 ul de chagque étalon

. et de plasma sont déposés dans les puits. Le plasma est

pur ou dilué dans du tampon pH 8,6.

Un champ électrique uniforme est créé sur toute
la plagque au moyén de ponts de papier de méme épaisseur
que le gel. Immergés dans le tampon d'électrophoreése,
ils sont posés sur la couche de gel.

Deux fois deux litres de tampon sont versés dans
les bacs & électrodes équilibrées avec un régulateur de
niveau. |

La migration se fait & 4° C pendant 24 heures a

raison de 3 volts/cm.

. Séchage du gel

Lorsque l'électrophorése est arrétée, le gel
de la plaque est recouvert d'une feuille de papier

buvard pendant 10 & 15 mn.
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. Elimination des protelnes excedentalres

® e e o0 0 0 06 0 0 0 . ® 6 0 9 0 e 0 0 00 0 00000 0 0 e e o 0

Elle s'obtient par les lavages suivants :
- 2 lavages successifs pendant 15 min. dans
une solution de NaCl 0,1 M,
- 1 lavage pendant 15 min. dans de l'eau
distillée.

. Dessication du gel

Aprés séchage du gel obtenu comme précédemment,
la plaque est portée dans une étuve ventilée a
air chaud (60° C). Lorsque le gel est bien déssé-

ché, la plaque est ramenée & température ambiante.

- Coloration

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 rincage demande environ 10 minutes.

RESULTATS

Le taux d'antig&ne du plasma étudié (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 carrés des hauteurs)

des pics étalons en fonction des quantités d'antigéne incorporées.
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