> 0
N o
v 4o
z?»PGS

L'UNIVERSITE

NOUVELLES METHODES D ANALYSE

£0376
1977
132

THESE

presentée &

DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

pour obtenir le titre de

DOCTEUR DE 3e CYCLE

spécialite: biochimie

par

CATHERINE DESREUMAUX

P . - X
{f\\:/ Gaclt
E; A T

[Sme R j=e)
\S CERLES Jm5)
‘C/ " S a s

RS %
ET DE FRACTIONNEMENT

DES LIPOPROTEINES

ETUDE PARTICULIERE DE LA Lpla) LIPOPROTEINE

membres du Jury:

MM les Professeurs MONTREUIL President
JAILLARD Rapporteur

Mademoiselle SPIK

M le Professeur FRUCHART Examinateurs

M le Docteur SEZILLE

Le Janvier 1977




A MES PARENTS

A TOUS CEUX QUI ME SONT CHERS




A MON PRESIDENT DE THESE

A MES JUGES




Monsieur le Professeur MONTREUiL

Veuillez
profonde
dque vous
laissant

conduite

Gr8ce & vous et

trouver ici le témoigﬁage de ma
gratitude pour la bienveillance
avez eue & notre égard en nous
une grande liberté dans la

de ce travail.

3 Mademoiselle SPIK gue Jje remercie

trés vivement de bien vouloir participer a ce jury,

j'ai pu suivre un enseignement moderne et critique

et apprécier d'éminentes qualités pédagogigues qui

m'ont toujours été trés utiles.




Monsieur le Professeur

JAILLARD

Je vous sals gré de la confiance dont

vous m'honorez en m'acceptant comme .

membre de votre é&qgquipe.

Ces années passées dans votre laboratoire

m'ont fait découvrir le sens profond de

la recherche.

Vous m'avez donné les moyens de la

réaliser et je vous en suis profondément

reconnaissante.




" Monsieur le Docteur SEZILLE

Vous avez inspiré et guidé ce travail.
En m'accueillant dans votre laboratoire,
vous m'avez fait bénéficier de votre
immense compétence dans le domaine des

lipides.
Votre extréme rigueur scientifique et
votre remarquable esprit de synthése

resteront toujours pour moi un exemple.

Je vous adresse mes plus vifs remerciements.




Monsieur le Professeur FRUCHART

Vous avez décidé de mon orientation en

suggérant ce sujet de recherches.

L'intérét que vous avez toujours
manifesté pour ce travail m'a

été d'un grand réconfort.

Vous avez veillé avec patience & sa
réalisation, me prodiguant sans cesgse

votre aide morale et scientifique.

Vos précieux conseils et vos encouragements

constants m'ont trés souvent aidée.

Je vous dois beaucoup et suis heureuse
de pouvoir aujourd'hui vous présenter

ce mémoire.




A mes amis du Laboratoire de Physiopathologie des Lipides:

Ce travail est le fruit de 1'étroite collaboration

et de la précieuse amitié que tous mes amis du laboratoire

n'ont cessé de me témoigner. J'en suis profondément touchée

et leur adresse & tous un trés grand merci.

A  Messieurs

A Mesdemoiselles

A Mesdames

BUASSA-BU-TSUMBU

Philippe DEWAILLY
Richard GILLARD
Jacques FREMAUX
André NOUVELOT

Elisa CAMPOS
Elisabeth CARPENTIER
Myriam GRATTE

Sylvie MOULIN

DEDONDER
GLANOWSKI
MONSTERLEET
MULLET
PONTHIEU
PORCHET




et plus particuliérement :

A Madame BERNARD pour la sympathie que j'ai
trouvée auprés d'elle ; je l'ai souvent mise & contribution,

mais elle m'a toujours aidée avec bonne humeur,

A Madame DEBRAY du Laboratoire de Chimie Biologique
de la Faculté des Sciences de Lille, qui m'a aimablement aidée

d la réalisation du dosage des glucides,

A Mademoiselle Marie-Christine UYTTERHAEGHE qui
a dactylographié cette thé&se avec beaucoup de gentillesse et

veillé avec soins 3 la réalisation pratique de ce travail,

J'adresse mes plus vifs remerciements.




CE TRAVAIL A ETE REALISE DANS LE CADRE DU

LABORATOIRE DE PHYSIOPATHOLOGIE DES

Professeur J. JAILLARD - Docteur G.

LIPIDES

SEZILLE




\

Ce travail a fait 1l'objet des mémoire, publica-

tions et communications suivantes :

1 - Dipldme d'Etudes Approfondies de Biochimie,

Université des Sciences et Techniques de Lille -
le 8 octobre 1974.

G. SEZILLE, J.C. FRUCHART, J. JAILLARD, P. DEWAILLY et
C. DESREUMAUX
Improved serum lipoprotein electrophoresis procédure in
polyacrylamide gradient gel. '

Biomedecine Express, 1975, 23, 315-317.
J. JAILLARD, C. DESREUMAUX, J.C. FRUCHART, P. DEWAILLY
et G. SEZILLE

Etude critique des différentes techniques de lipidogramme,

intérét de l1l'électrophorése sur gel de polyacrylamide.
Communication & la Société Francgaise de Biologie
Clinique le 29 mai 1975,
Ann. Biol. Clin., 1975, 33, 391.

J. JAILLARD, G. SEZILLE, J.C, FRUCHART et C. DESREUMAUX
Apport de 1l'électrophorése des lipoprotéines en gel de
polyacrylamide au typage des hyperlipoprotéinémies.
Cahiers de Nutrition et de Diététique, 1975,
5, 66-69.




J.C. FRUCHART, C.‘DESREUMAUX, BUASSA—bﬁ—TSUMBU et

P. DEWAILLY -

Estimation turbidimétrique des lipoprotéines de basse

densité et ses applications.
In "Organisation des laboratoires - Biologie
Prospective" 3€ Collogque de PONT-A-MOUSSON
Ed. Expansion Scientifique Frahgaise, 1975,
p. 523-527.

J.C. FRUCHART, C. DESREUMAUX, P. DEWAILLY, G. SEZILLE

et J. JAILLARD

Quantitative and qualitative analysis of lipoproteins.
Collogue International "of lipoproteins and
hyperlipemies", LISBONNE 3 - 6 septembre 1975.

C. DESREUMAUX, BUASSA-bu-TSUMBU, J.C. FRUCHART,
P. DEWAILLY, J. JAILLARD et G. SEZILLE
Analyse des lipoprotéines par électrophorése sur gel de
polyacrylamide et par précipitation fractionnée a 1‘aide
de polyanions et de détergents.

Ann. Biol. Clin., 1976, 34, 309-316.

C. DESREUMAUX, J.C. FRUCHART, Y. MOSCHETTO, P. DEWAILLY,
G. SEZILLE et J. JAILLARD
Application de 1'électrophorése préparative en gel de
polyacrylamide 3 1l'isolement des lipoprotéines sériques.
13éme "Congrés Mondial International pour 1'Etude
des Corps Grasﬁ .
Communication faite a MARSEILﬂE le 30 aoGt 1976.




9 - C. DESREUMAUX, J.C. FRUCHART, P. DEWAILLY, J. JAILLARD,
G. SEZILLE
et Y. MOSCHETTO, A. DELACOURTE
Fractionation of serum lipoproteins by preparative elec-
trophoresis in polyacrylamide gel.
J. Chromatography, 1977, 130, 336-341.

10 - C. DESREUMAUX, J.C. FRUCHART, P. DEWAILLY, J. JAILLARD
et G. SEZILLE
Purification et caractérisation de la lipoprotéines Lp(a).

Biochimie, (soumis pour publication).

11 - J.C; FRUCHART, C. DESREUMAUX, BUASSA-bu-TSUMBU et

P. DEWAILLY

Dosage enzymatique direct des triglycérides a l'auto-

analyseur Technicon AA II. Etude critique de la mé&thode.
In "Organisation des Laboratoires - Biologie
Prospective" 3€ Colloque de PONT-A-MOUSSON
Ed. Expansion Scientifique Frangaise, 1975,
p. 497-500.




P L A N

INTRODUCTION

REVUE GENERALE

REVUE GENERALE SUR LE METABOLISME DES LIPOPROTEINES

Introduction

Lipides plasmatiques'

Caractéristiques des lipoprotéines
plasmatiques ‘

Principales anomalies de répartition

des lipoprotéines

ETUDE CRITIQUE DES PRINCIPALES METHODES D'ETUDE

o — . —— ———————— ———- T S Y Tmu v o T TTW il S She — . e Smn e A M GAw —e W T Gee M OTe G S

Introduction

Ultracentrifugation

Electrophoreése

Précipitations sélectives par voie chimique
Différenciaﬁion immunochimique

Chromatographie




LA Lp(a) LIPOPROTEINE

Introduction

Définition et caractérisation dans le plasma

Propriétés physiques, structure et
composition chimique

Dosage dans le plasma, métabolisme et

incidence pathologique

TRAVAUX PERSONNELS

ANALYSE QUALITATIVE ET SEMI- QUANTITATIVE DES LIPOPROTEINES

Introduction

Electrophorése en gel de polyacrylamide

Estimation semi-quantitative des lipoprotéines
de basse densité

Conclusion - Etablissement d'un bilan

lipidique

ELECTROPHORESE PREPARATIVE DES LIPOPROTEINES SUR

Introduction
Matériel et méthodes
Résultats et applications

Conclusion




CONCLUSION GENERALE

APPENDICE TECHNIQUE

BIBLIOGRAPHIE




INTRODUCTTION




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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