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INTRODUCTION 



* L'étude des lipoprotéines plasmatiques (LP) au cours de ces dernières 

années a permis, grâce à une meilleure connaissance de leur structure e t  

de leur fonction, d 'effectuer d'importants progrès dans l a  compréhension des 

mécanismes physiologiques e t  des phénomènes pathologiques du métabolisme l ip id i -  

que. La façon d'aborder l e s  problèmes s 'es t  radicalement transformée e t  l'explo- 

ration des lipides e t  des lipoprotéines plasmatiques es t  encore en "phase évolu- 

t ive" nécessitant de fréquentes mises au point. 

* Le t ravai l  que nous présentons e s t  axé sur l e  développement de techniques 

simples mais fiables d'exploration des LP : 

- Le premier chapître f a i t  é ta t  de généralités concernant l e s  LP humaines : 

classif icat ion,  répartitions quantitative e t  qualitative, origine e t  destinée. 

Après avoir abordé l e  problème des dyslipidémies qui sont des anomalies de 

répartit ion des LP nous soulignons l e  rôle important joué par ces LP dans l e  

développement des at teintes cardio-vasculaires e t  tout spécialement dans l a  

genèse de l'athérosclérose ; on tend à accorder actuellement, au dosage des LP 

plasmatiques, une ce r t a i ne  valeur prédic t ive  vis-à-vis de l a  survenue de 

1 'athérome. 

- Le deuxième chapître t r a i t e  des méthodes d'étude des LP e t  en f a i t  une 

analyse critique. Certaines, comme l'ultracentrifugation, l'électrophorèse, l a  

p r éc ip i t a t i on  sé lec t ive ,  l a  chromatographie sont  connues de longue da t e  ; 

d'autres, plus récentes, concernent l a  copule protéique des LP, c ' e s t  à dire  l e s  

apoprotéines. Bien qu'ayant f a i t  récemment l ' ob je t  d'importants progrès, ces 

dernières méthodes posent encore de nombreux problèmes. 

- Le troisième chapître t r a i t e  de nos travaux personnels sur l e s  LP : 

. Nous proposons tout d'abord deux techniques originales d'études des 

LP mettant en jeu soi t  l'électrophorèse en gel de polyacrylamide à gradient 

discontinu de pH e t  de concentration so i t  l e s  t e s t s  de précipitation sélective ; 

ces méthodes se sont, depuis, révélées t rès  u t i les  dans l e s  domaines d u  dépis- 

tage, du typage e t  de l a  surveillance des hyperlipidémies. 



L ' e x c e l l e n t e  r é s o l u t i o n  ob tenue  avec  l e  g e l  d ' ac ry lamide  nous  a amenés 

à u t i l i s e r  c e  s u p p o r t  e t  à concevo i r  un a p p a r e i l l a g e  a d a p t é  à l ' i s o l e m e n t  e t  à 

l a  p u r i f i c a t i o n  d e s  LP. Nous avons  pu a i n s i  m e t t r e  e n  s e r v i c e  d e s  t e c h n i q u e s  

p l u s  s i m p l e s  que  c e l l e s  a n t é r i e u r e m e n t  d é c r i t e s  ; à c e t t e  o c c a s i o n  nous avons 

r é u s s i  à i s o l e r  e t  à é t u d i e r ,  c h e z  un s u j e t  p o r t e u r  d ' u n  t y p e  r a r e  d ' h y p e r l i p i -  

démie ,  une l i p o p r o t é i n e  p a r t i c u l i è r e ,  l a  L P ( a ) .  

. Enf in ,  d e s  é t u d e s  ép idémio log iques  a y a n t  montré  l e  r ô l e  a t h é r o g è n e  d e s  

LP d e  b a s s e  d e n s i t é  e t  l e  r ô l e  p l u t ô t  p r o t e c t e u r  d e s  LP d e  h a u t e  d e n s i t é ,  

nous  nous  sommes i n t é r e s s é s  au dosage d e  c e s  deux groupes  d e  LP e t  ce, p a r  

l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l e u r s  a p o p r o t é i n e s  majeures  : Apo B d ' u n e  p a r t  e t  A p o  A-1 

d ' a u t r e  p a r t  que  nous  avons d o s é e s  p a r  d e s  t e c h n i q u e s  o r i g i n a l e s  f a i s a n t  a p p e l  à 

l 'immunoenzymologie e t  à l ' immunonéphélémétr ie .  Nous avons  a p p l i q u é  c e s  méthodes 

e t  d o s é  e n  p a r a l l è l e  l i p i d e s  c i r c u l a n t s  e t  a p o p r o t é i n e s  dans  une p o p u l a t i o n  

présumée s a i n e  e t  composée de 206 hommes e t  271 femmes. 
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1- INTRODUCTION - ---- ---- ------- 

Le p l a s m a  humain c o n t i e n t  normalement  5 à 7 g  d e  l i p i d e s  p a r  l i t r e .  

Ils s o n t  c o n s t i t u é s  d e  c h o l e s t é r o l ,  d e  g l y c é r i d e s ,  d e  phosphol ip ides  e t  d  'ac  i d e s  

g r a s  l i b r e s .  Seu le  l ' e x i s t e n c e  d ' i n t e r a c t i o n s  avec d e s  p r o t é i n e s  s p é c i f i q u e s  

permet de  l e s  m a i n t e n i r  en  une v é r i t a b l e  s o l u t i o n  m o l é c u l a i r e ,  e x c e p t i o n  f a i t e  

pour les a c i d e s  g r a s  t r a n s p o r t é s  e n  m a j o r i t é  par  l z  sérumalbumine. 

Les complexes l i p o p r o t é i q u e s  a i n s i  formés o n t  un c a r a c t è r e  h y d r o p h i l e  

e t  a s s u r e n t  d e  c e  f a i t  l e  t r a n s p o r t  e t  l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  l i p i d e s  dans  l ' o r g a -  

nisme. 11 s ' a g i t  p l u s  exactement  d e  l i p o g l y c o p r o t é i n e s ,  q u i  r e p r é s e n t e n t  d e s  

molécu les  t r è s  hé té rogènes  d ' u n  p o i n t  d e  vue physico-chimique e t  immunologique. 

2- LIPIDES PLASMATIQUES - ------------------ ----- 

Les complexes l i p o p r o t é i q u e s  c i r c u l a n t ~  s o n t  d é n a t u r é s  par  l ' a d d i t i o n  

d ' a l c o o l  au  plasma. Les l i p i d e s  t o t a u x  s o n t  a l o r s  e x t r a c t i b l e s  pa r  un s o l v a n t  

a p p r o p r i é  e t  l ' e x t r a i t  g l o b a l  comprend : 

- d e s  a c i d e s  g r a s  non e s t é r i f i é s  ( A G N E ) .  I l s  p o r t e n t  s o u v e n t  l e  nom 

d ' a c i d e s  g r a s  l i b r e s  (AGL) ; 

- d e s  g l y c é r i d e s .  Ils s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  r e p r é s e n t é s  par  les  t r i g l y c é r i -  

d e s  (85  % d e s  g l y c é r i d e s ) ,  l e s  g l y c é r i d e s  p a r t i e l s  n ' é t a n t  que d e s  i n t e r m é d i a i -  

res du métabolisme d e s  t r i g l y c é r i d e s  ; 

- d e s  phosphol ip ides .  Ils s o n t  r é p a r t i s  en  l é c i t h i n e  (69 % ) ,  sphingomyé- 

l i n e  ( 19 % )  , l y s o l é c i t h i n e  ( 7  % )  , c é p h a l i n e s  ( 5  %) ; 

- d e s  s t é r o l s .  Le p r i n c i p a l  r e p r é s e n t a n t  est l e  c h o l e s t é r o l  q u i  e x i s t e  

s o u s  formes l i b r e  e t  e s t é r i f i é e .  

L e s  t r i g l y c é r i d e s  e t  l e s  AGL s o n t  d e s  s u b s t r a t s  é n e r g é t i q u e s .  Le c h o l e s t é -  

r o l  est un c o n s t i t u a n t  d e  s t r u c t u r e  n é c e s s a i r e  à l a  s y n t h è s e  e t  au r e n o u v e l l e -  

ment d e  t o u t e s  l e s  membranes c e l l u l a i r e s ,  a i n s i  q u ' à  l a  s t é r o ï d o g é n è s e  s u r r é -  

n a l i e n n e  e t  à l a  s y n t h è s e  d e s  a c i d e s  b i l a i r e s .  

La r é p a r t i t i o n  pondéra le  d e  c e s  d i f f é r e n t s  l i p i d e s  dans  un sérum normal 

es t  l a  s u i v a n t e  : 

- a c i d e s  g r a s  l i b r e s  : 0 , 1 4  à 0 , 2 3  g / l  - ( 0 , 3  à 0 , 7  m m o l e s / l )  

- g l y c é r i d e s  : 0 , 7  à 1 , 6  g / l  - ( O , 8  à l , 8  m m o l e s / l )  

- p h o s p h o l i p i d e s  : 1 , 5  à 2 , 8  1 - ( 1  9 à 3 , 6  m m o l e s / l )  

- c h o l e s t é r o l  : 1 , 9  à 2 , 8  g / l  - ( 4 , 9  à 7,2 m m o l e s / l )  



3- HISTORIQUE DES LIPOPROTEINES - ............................... 

La p l u s  a n c i e n n e  p r é p a r a t i o n  d ' u n e  l i p o p r o t é i n e  (LP) i s o l é e  du sérum, 

c o n t e n a n t  d e s  p r o p o r t i o n s  s t a b l e s  d e  l i p i d e s  e t  d e  p r o t é i n e s ,  a été ob tenue  

p a r  MACHEBOEUF e n  1927 (231). C ' e s t  l a  "cenapse a c i d o - p r é c i p i t a b l e "  d u  sérum 

de  c h e v a l .  

Ce t  au teur  a montré q u e  c e t t e  f r a c t i o n  migre  comme une a -1 -g lobu l ine  

e n  é l e c t r o p h o r è s e ,  e t  que s o n  c o e f f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  est d e  2 , 5  à 4,0  

u n i t é s  Svedberg. 

C e t t e  c o n c e p t i o n  i n i t i a l e  d e s  LP é t a b l i t  l a  c o n s t a n c e  d e  compos i t ion  

c o m m e  l e  c r i t è r e  majeur de  d é f i n i t i o n  d e  ces e n t i t é s  chimiques  c a r a c t é r i s é e s  

p a r  l ' e x i s t e n c e  d e  l i p i d e s  l i é s  à d e s  p r o t é i n e s  s p é c i f i q u e s .  

En 1941, BLIX e t  col l .  ( 4 6 )  montrent  que d e  g r a n d e s  q u a n t i t é s  d e  l i p i d e s  

s o n t  a s s o c i é e s  à des f r a c t i o n s  a - e t  6 -g lobu l ines ,  s é p a r é e s  e n  é l e c t r o p h o r è s e  

à p a r t i r  du  plasma humain normal.  

ADAIR e t  ADAIR, e n  1943 ( 1 ) , i s o l e n t  une f r a c t i o n  l i p o p r o t é i q u e  q u i ,  

en  r a i s o n  d e  s a  f a i b l e  d e n s i t é ,  remonte e n  s u r f a c e  a u  c o u r s  d e  l ' u l t r a c e n t r i f u -  

g a t i o n .  Sa m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  est  c e l l e  d ' u n e  6 -g lobu l ine .  

En 1945, PEDERSEN (270) démontre que  c e  composant d e  n a t u r e  6 - g l o b u l i n e  

possède  une d e n s i t é  compr i se  e n t r e  1,030 e t  1,035 g/ml. 

D e s  f r ac t ionnements  d u  plasma humain mont ren t  e n s u i t e  que l e s  l i p i d e s  

du plasma s o n t  p r é c i p i t é s  e n  deux f r a c t i o n s  b i e n  s é p a r é e s ,  combinés à deux 

t y p e s  d e  LP d i f f é r e n t e s  p a r  l e u r  s o l u b i l i t é ,  l e u r  t a i l l e  e t  l e u r  forme molécu- 

l a i r e ,  l e u r  contenu l i p i d i q u e  e t  l e u r  c h a r g e  é l e c t r i q u e .  En 1949, GURD e t  col l .  

(164 c a r a c t é r i s e n t  ces deux LP. 

Le développement v e r s  les années  1950-1955 d e s  t e c h n i q u e s  d e  p r é c i p i t a t i o n  

f r a c t i o n n é e ,  te l le  l a  méthode d e  COHN ( 8 9  ) ,  p u i s  u l t é r i e u r e m e n t  cel les d e  

BURSTEIN ( 6 5 ) ,  a i n s i  que l e s  t e c h n i q u e s  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e  d é c r i -  

tes p a r  GOFMAN (152 p u i s  p a r  DE LALLA e t  GOFMAN ( 98) t ouvre  l a  v o i e  à d e  nom- 

b r e u s e s  p u b l i c a t i o n s  c o n c e r n a n t  l e s  LP e t  l e u r s  r a p p o r t s  avec  l ' a t h é r o s c l é r o s e .  

C e s  t e c h n i q u e s  d ' i s o l e m e n t  d e s  LP p e r m e t t e n t  d e  d é t e r m i n e r  l e u r  composi- 

t i o n  d a n s  d i v e r s e s  a f f e c t i o n s  hyper l ip idémiques  (153) .  

L ' i n t r o d u c t i o n  e n  1963 p a r  HATCH e t  LEES (168) d ' u n e  t e c h n i q u e  s i m p l e  

d ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  e n  tampon albumineux, s é p a r a n t  les LP du sérum 

e n  q u a t r e  c l a s s e s ,  permet à FREDRICKSON e t  LEES d e  proposer  e n  1965 une classi- 

f i c a t i o n  d e s  h y p e r l i p o p r o t é i n é m i e s  e n  c i n q  v a r i é t é s  fondamentales  c a r a c t é r i s é e s  

p a r  1 'augmentation d 'une o u  d e  p l u s i e u r s  c l a s s e s  d e  LP 037) . 



4- DIFFERENTS SYSTEMES DE CLASSIFICATION DES LIPOPROTEINES - .................................................... ------ 

a )  C l a s s i f i c a t i o n  d e s  l i p o p r o t é i n e s  s e l o n  l e u r  d e n s i t é  hydra tée .  

L e s  phosphol ip ides  e t  les t r i g l y c é r i d e s  s o n t ,  avec l e  c h o l e s t é r o l ,  l e s  

c o n s t i t u a n t s  l i p i d i q u e s  d e  b a s e  d e s  LP. De c e  f a i t ,  ces macromolécules o n t  

une d e n s i t é  (d )  i n f é r i e u r e  à c e l l e  d e s  a u t r e s  p r o t é i n e s ,  e t  f l o t t e n t  e n  u l t r a -  

c e n t r i f u g a t i o n  d a n s  un m i l i e u  d e  d e n s i t é  i n t e r m é d i a i r e .  L ' a jus tement  convenable  

d e  l a  d e n s i t é  du sérum permet,  s o i t  d e  f a i r e  f l o t t e r  l ' e n s e m b l e  d e s  LP, t o u t  e n  

f a i s a n t  sédimenter  les  p r o t é i n e s ,  s o i t  d  ' i s o l e r  d e s  c l a s s e s ,  v o i r e  d e s  sous- 

c l a s s e s  d e  LP. 

L ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e  d é f i n i t  les c l a s s e s  s e l o n  l e u r s  d e n s i t é s  

r e s p e c t i v e s ,  e t  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e  s e l o n  l e u r s  v i t e s s e s  d e  f l o t t a -  

t i o n  ou Sf mesurées dans  un m i l i e u  d e  d e n s i t é  1,063 g/ml. 

Ces c l a s s i f i c a t i o n s  s o n t  d u e s  e s s e n t i e l l e m e n t  aux t r a v a u x  d e  deux équ ipes  

d e  c h e r c h e u r s ,  d ' u n e  p a r t  c e l l e  d e  HAVEL e t  coll .  ( 1 7 0 ) ,  d ' a u t r e  p a r t  c e l l e  

d e  LINDGREN e t  c o l l .  (221) ,  t r a v a i l l a n t  sous  l a  d i r e c t i o n  d e  GOFMAN (152) .  

On d i s t i n g u e  a i n s i  c i n q  c l a s s e s  m a j e u r e s  d e  LP ( t a b l e a u  1 ,  p a g e 8 ) :  

- Les chylomicrons  (d < 0,94 g/ml - Sf < 400).  Ils forment d e  g r o s s e s  

molécules  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  t u r b i d i t é  du sérum e n  p é r i o d e  pos t -p rand ia le .  

- Les nvery-low-density-lipoproteins" ou VLDL (0,94 < d < 1,006 g/ml - 

Sf 20-400). E l l e s  s e  r é p a r t i s s e n t  en  un s p e c t r e  d e  LP, e t  une f o r t e  augmenta- 

t i o n  d e  ces p a r t i c u l e s  se t r a d u i t  p a r  une opa lescence  du sérum. 

- L e s  "low-density-lipoproteins" o u  LDL ( 1 , 0 0 6  < d < 1 , 0 6 3  g/ml - 
Sf 0-20) . E l l e s  c o m p r e n n e n t  u n e  f r a c t i o n  m a j e u r e  d e  LDL p r o p r e m e n t  d i t e s  

(LDL2 1,019 < d < 1,063 g/ml - Sf 0-12) e t  une f r a c t i o n  mineure (LDL1 ou 

IDL "intermediary-density-lipoproteins") (1,006 < d < 1,019 - Sf 12-20) . 
- Les "high-density-lipoproteins" ou HDL (1 ,063 < d < 1,210 g/ml) .  E l l e s  

s e  s u b d i v i s e n t  e n  HDL3 p r é p o n d é r a n t e s ,  HDL2 e t  HDL1 ( f r a c t i o n  m i n e u r e  

i s o l é e  avec l e s  LDL). 

- Les "very-high-density-lipoproteins" ou VHDL (d > 1,21 g/ml) .  E l l e s  s o n t  

q u a n t i t a t i v e m e n t  peu impor tan tes  e t  séd imenten t  avec les  p r o t é i n e s  s é r i q u e s .  

- E n f i n ,  l e  r é s i d u  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  (d > 1,25 g/ml) p e u t  ê t r e  c o n s i -  

d é r é  comme l e  s t a d e  u l t ime  d e s  LP dans  l ' é c h e l l e  d e s  d e n s i t é s .  I l  c o n t i e n t  

encore  q u e l q u e s  LP mais e s s e n t i e l l e m e n t  d e s  complexes formés d 'a lbumine,  d ' a c i -  

d e s  g r a s  e t  d e  l y s o l é c i t h i n e .  



b) Classification des lipoprotéines selon leur mobilité électrophorétique. 

La présence de groupements ionisables dans la molécule lipoprotéinique 

permet à celle-ci de se déplacer sous l'action d'un champ électrique. 

Bien que son pouvoir de résolution soit très faible, la technique d'élec- 

trophorèse sur papier en tampon albumineux décrite en 1963 par LEES et HATCH, 

continue à être citée comme méthode de référence (217) et sert de base à la 

séparation des LP plasmatiques en quatre classes (tableau 1, page 8 ) .  Elle 

distingue : 

- Les bêta-lipoprotéines en position f3 -globuline et correspondant aux 

LDL précédemment définies. 

- Les pré-bêta-lipoprotéines en position a 2-globuline et correspondant 
aux VLDL. 

- Les alpha-lipoprotéines en position a 1-globuline et correspondant 
aux HDL. 

- Et enfin, les VHLDL migrant parallèlement à la sérumalbumine. 

Outre ces classes majeures de LP, il convient de signaler l'existence 

de deux LP particulières : 

- la LP (a) lipoprotéine ou "sinking pre-beta-lipoproteinn. 
Longtemps associée à une marque de polymorphisme génétique, elle n'a pas 

encore d ' implications pathologiques connues, et semble exister chez tous les 
individus mais en quantité très variable (11). De composition particulière, elle 

a une densité comprise entre 1,050 et 1,080 g/ml. Sa mobilité électrophorétique 

sur agarose est celle des pré-bêta-LP, mais en ultracentrifugation elle sédi- 

mente à la densité 1,006 g/ml, d'où son nom de "sinking pre-beta-lipoproteinn, 

- la lipoprotéine flottante ou " f3 VLDLn . 
Normalement présente en petite quantité dans le sérum, on ne la décèle que 

dans une forme relativement rare d 'hyperlipidémie primitive (type III) . Elle a 
une mobilité électrophorétique de type bêta, et flotte à la densité 1,006 en 

ultracentrifugation. 

C) Classification des lipoprotéines fondée sur les apoprotéines. 

Les travaux d 'ALAUPOVIC en 1968 (6) supposent 1 'existence d 'une variation 

continue de la composition protéique des LP en fonction de la présence à un 

taux variable de trois types d'apolipoprotéines dans chacun des compartiments 



du spectre de densités jusqu'alors classiquement proposé pour l a  réparti t ion 

en classes  des LP. C'est sur c e t t e  base que l 'auteur introduit  l e  concept de 

f ami l l e s  de L P  : - l a  fami l le  LP-A c a r a c t é r i s é e  par l ' apoproté ine  A ; 

- l a  f a m i l l e  L P - B  c a r a c t é r i s é e  p a r  l ' a p o p r o t é i n e  B ; 

- l a  f a m i l l e  L P - C  c a r a c t é r i s é e  pa r  l ' a p o p r o t é i n e  C ; 

La prédominance d 'une famille de LP dans une classe de densité particu- 

l i è r e ,  à savoir l a  LP-A dans l a  fraction de haute densité,  e t  l e s  LP-B e t  LP-C 

respectivement dans ce l l e s  de basse e t  t r è s  basse densités,  r e f l è t e  dans cer ta i -  

nes l imites un degré de spéc i f ic i té  dans l 'apt i tude de chaque type d'apoprotéine 

à fixer l e s  l ipides.  La disponibili té en substrat  lipidique, essentiellement en 

triglycérides,  conditionne l a  répart i t ion sur l 'échelle de densités de l'ensem- 

ble des famille de LP. Chacune d'entre e l l e s  représente ainsi  un système t r è s  

dispersé, s'étendant sur l a  t o t a l i t é  de c e t t e  échelle. 

La figure 1 ,  page 9 , é t a b l i t  l e s  relations entre  l e  système de c lass i -  

f icat ion en familles e t  ce lu i  dérivé des paramètres d'électrophorèse e t  d 'ul t ra-  

centrifugation. Elle indique à l'évidence que chaque classe de densité ou chaque 

bande électrophorétique correspond au moins à deux, sinon à t r o i s  familles 

reconnues de LP. 

En 1972, ALAUPOVIC e t  ses  collaborateurs confirment l 'existence de ces 

familles de LP qu ' i l s  isolent e t  quantifient à par t i r  des HDL e t  de LDL d u  

sérum de su je t s  normaux ( 3 ) .  Ils mettent par a i l leurs  en évidence l a  présence 

de mélanges ou d'associations de familles de LP, e t  actuellement on conçoit 

que d'une manière générale, à des densités supérieures à 1,019  e t  1,030 g/ml, 

l e s  familles sont isolées en t an t  qu'entités par t icul ières ,  tandis qu'à des 

densités inférieures à ce  niveau, e l l e s  se trouvent sous l a  forme de complexes 

associés (figure 2, pageIo) . 
C'est a ins i  qu'OSBORNE e t  BREWER ont pu proposer, en 1977 Q63 , de d is t in-  

guer deux grandes classes  de LP : l e s  unes "primaires" ou formes l ibres ,  se 

caractér isant  par une seule apoprotéine, e t  l e s  autres "secondaires" ou formes 

complexes, s e  définissant par l a  présence de plusieurs apoprotéines. L'état  

d 'équilibre entre ces deux classes s e r a i t  sous l a  dépendance de l a  l o i  d'action 

de masse (figure 2, page 1 0  ) , e t  l 'organisation moléculaire de ces  particules 

"primaires" dans l e s  complexes "secondair es" e s t  encore inconnue. 

Actuellement, ALAUPOVIC e t  c o l l .  ( 4 ) ut i l i san t  des méthodes immunologi- 

ques e t  chromatographiques, décrivent s ix  familles de LP : LP-A, B I  C I  D I  E e t  

F I  correspondant à différentes apoprotéines purifiées que nous étudierons 

plus longuement par a i l leur  S. 



TABLEAU 1 

REPARTITION DES LIPOPROTEINES EN CLASSES 

P.M. : Poids mol é c u l a i r e  

CHYLOS 

VLDL 

M.E. : M o b i l i t é  é lec t rophoré t ique  (agarose) 
f i  / /  $ ., 

LILLE O ,. : V i tesse  de f l o t t a t i o n  en u n i t é s  Svedberg (10- l3 crn/sec/dyne/g) à 
26" C dans une s o l u t i o n  de NaCl à 1,063 g/ml 

.P., ,... : Représente moins de 5 % des LDL i s o l é e s  par  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

sf :: 

> 400 

20 - 400 

Densi t é  
(g/ml> 

< 0,94 

0,94 - 1,006 

LD L 

1 :::: 

HDL 2 

3 

VHDL 

A l  b - AGL 

L P ( ~ >  

15 - 25 

6 - 14 

4 - 10 

2 5 

Diamètre 
(nm) 

100 - 102 

30 - 70 

12 - 20 

0 - 12 

0 - 3  

2,5.10 6 

3,9.105 

1,9.10 5 

1,5.10 5 

69. 103 

4,8.10 6 

1,006 - 1,019 

1,019 - 1,063 

< 1,063 

< 1,125 

< 1,21 

< 1,25 

> 1,25 

1,055 - 1,085 

P 

a 

Al  b 

pré-p 

P. M. 
moyen 

5.10' 

7,5.10 6 

M. E. 

o r i g i n e  

pré-p 
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Complexes d ' a s s o c i a t i o n s  Formes 1  i bres 

des f a m i l l e s  de l i p o p r o t é i n e s  des fami 1  1  es de 1  i popro té ines  

( "L ipopro té ines  secondai res")  ( " L i pop ro té i nes  p r i m a i r e s " )  

C i r c u l a t i o n  

sanguine 

ir 

LP-A : B  : C : E  

LP-B : C : E 

LP-B : C 

LP-B : E 

e t c .  

F i gu re  2 

LP-A 
LPl-A 1  
LF-B 
LP-c 
LP-D 
LP-E 
L P- F  

e t c .  
C 

SYSTEME LIPOPROTEINIQUE PLASYATIQUE HUMAIN REPRESENTE COMME UN ETAT 

D'EQUILIBRE ENTRE FORMES LIBRES ET COMPLEXES 

D'ASSOCIATIONS DES FAMILLES DE LIPOPROTEINES 



5- REPARTITION QUANTITATIVE DES LIPOPROTEINES - ............................................. 

Chez le sujet à jei?n, pour une concentration globale de l'ordre de 8 g 

de LP par litre de sérum, on trouve en moyenne 12 % de VLDL, 1 % de LDL1, 50 % 

de LDL2 et 37 % de HDL (tableau 2' , page.12). 

Le tableau 3 (pagel 3) fait état de la répartition des LP sur la base 

de leur teneur en cholestérol, critère beaucoup plus courant d 'appréciation 

de cette distribution. 

En règle générale, et tout au moins avant la ménopause, il y a davantage 

de HDL et moins de LDL et VLDL chez la femme que chez l'homme. Ce sont les 

HDL2 qui sont systématiquement plus élevées en fonction de la production 

d'oestrogènes, alors que les HDL3, en général également plus élevées, dépen- 

dent surtout du sujet. Dans les deux sexes, les plus grandes variabilités 

s'observent au niveau des VLDL et des LDL. L'âge le mode d'alimentation, le 

poids, le degré de sédentarité sont les principaux facteurs de variation. 

La lipoprotéine LP(a) n'existe normalement chez l'homme qu'en quantité 

très faible, et la concentration plasmatique moyenne d'une population rassem- 

blant 340 sujets, déterminée par ALBERS et coll. ( 1 1 ) est de 140 mg/l, la 

valeur maximale obtenue lors de leur étude étant de 760 mg/l. Ces taux sont 

indépendants de l'âge et du sexe. 

a) Composition lipidique 

Les variations de la composition lipidique des différentes classes de 

LP précédemment décrites sont quantitatives plutôt que qualitatives. 

Nous verrons, lors de l'étude du métabolisme de chacune de ces classes, 

que les différences sont déterminées par la fonction physiologique de transport 

des lipides relative à chacune d 'entre-elles , et vraisemblablement par la 

stabilité exigée par la molécule. 

Tous les types de lipides connus dans le plasma entrent dans la composi- 

tion des LP : 



TABLEAU 2 

REPARTITION QUANTITATIVE (MOYENNE + ECART-TYPE) DES PRINCIPALES 

CLASSES DE LIPOPROTEINES CHEZ LE SUJET NORMAL A JEUN 

AGE DE 16 A 65 ANS 

r 

Chylomicrons 

V L D L  

L D L  

H D L  

H O M M E  

0,11 + 0,13 g / l  

-----------------------..----------------------------------------------- 

1 , l O  + 0,50 g / l  

-----------------------..-----------------------..----------------------- 

4,lO + - 0,60 g / l  

-----------------------..-----------------------..----------------------- 

2,70 + - 0,20 g / l  
L 

F E M M E  

0,03 + 0,03 g / l  

0,50 + 0,30 g / l  

3,20 f 1,10 g / l  

4,40 ' 0,70 g / l  



TABLEAU 3 

REPARTITION NORMALE (MOYENNE + ECART-TYPE) DU CHOLESTEROL PLASMATIQUE 

ENTRE LES DIFFERENTES CLASSES DE LIPOPROTEINES 

(Eva lua t i on  en mmol/ l  ; 1 mm01 = 0,386 g) 

' , ( $ V  

x + sx - 

Hommes 

Femmes 

Ensemble 

SERUM 

5,48 

5,34 

5,42 

VLDL 

0,54 + 0,36 

0,36 + 0,18 

0,45 + 0,28 

LDL 

3,70 + 0,73 

3,37 + - 0,67 

3,54 + 0,70 

H DL 

1,24 + 0,36 

1,61 + 0,54 

1,43 + 0,35 

L DL 
Hm' 

2,98 

2 ,O9 

2,48 

LDL + VLDL 
HDL 

3,42 

2,32 

* ., 

2 2) 
-.* 

_= - 



(Les v a l e u r s  s o n t  données  en % du p o i d s  d e  l ' ensemble  d e s  l i p i d e s ) ,  

* m a j e u r s  : phospha t idy l  c h o l i n e  ( l é c i t h i n e )  e t  sphingomyéline,  e t  mineurs:  

l y s o l é c  i t h i n e ,  polyglycérol-phosphatides, c é r é b r o s i d e s  (dans l a  LP ( a )  ) . 

La f r a c t i o n  d e  d e n s i t é  s u p é r i e u r e  à 1 , 2 1  g/ml se c a r a c t é r i s e  p a r  un 

t a u x  très f a i b l e  d e  l i p i d e s  (1 à 2 %),  l e  r e s t e  é t a n t  formé d e  p r o t é i n e s .  Les 

VHDL o n t  une composi t ion l i p i d i q u e  r e l a t i v e m e n t  semblable  à cel le  d e s  HDL. Le 

r é s i d u  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  par  c o n t r e  c o n t i e n t  l a  p l u p a r t  d e s  a c i d e s  g r a s  

l i b r e s  e t  une q u a n t i t é  impor tan te  d e  l y s o l é c i t h i n e .  

b )  Composition p r o t é i q u e  - 

CHYLO 

71 0 

210 

510 

86,O 

VLDL 

21,O 

81 0 

14,O 

57, O 

Le pourcentage pondéra l  d e  p r o t é i n e s  v a r i e  e n  f o n c t i o n  d e  l a  LP : 

LP ( a )  

2 8 

1 3  

5 1 

O 

LDL 

28, 3 

10 - 11 

47 - 55 

8 - 10 

* 
CLASSE DE LIPIDES 

Phosphol ipides* 

C h o l e s t é r o l  l i b r e  

E s t e r s  d e  c h o l e s t é r o l  

T r i g l y c é r i d e s  

A 

- l es  chylomicrons  n ' en  c o n t i e n n e n t  au  maximum que  2 %. Ils s o n t  e n r i c h i s  

au  c o u r s  de  l e u r  t r a j e t  d a n s  l a  c i r c u l a t i o n  lymphatique ; 

- les VLDL : 8 à 10 % ; 

- les  LDL : 20 à 22 % ; 

- les  HDL : e n v i r o n  50 % ; 

- l a  LP(a)  : e n v i r o n  40 8. 

HDL 

55,O 

910 

28,O 

81 0 

I l  e x i s t e  d e  nombreuses dénominat ions  c o n c e r n a n t  les c o p u l e s  p r o t é i q u e s  

(ou a p o p r o t é i n e s )  d e s  LP, e t  en  f o n c t i o n  de  l a  complex i té  d e s  p rocédés  u t i l i s é s  

pour l e u r  s é p a r a t i o n ,  l a  l i s t e  s ' a l l o n g e .  



Nous pouvons c i t e r  , à t i t r e  d'exemples, l e s  nomenclatures de SCANU e t  

c o l l .  (300 ) , SHORE e t  c o l l .  ,(333) OU ALAUPOVIC ( 2 ) , fondées respectivement 

sur l a  position de l l é lu t ion  des différentes apoprotéines après chromatographie 

sur colonne, sur l a  nature de l 'acide aminé en position C-terminale, sur l e s  

polypeptides cons t i tu t i f s  des familles de LP (Tableau 4 , page 16). 

La classif icat ion l a  plus couramment employée étant ce l l e  dlALAUPOVIC, 

nous l 'u t i l i se rons  tout au long de ce t rava i l .  Elle f a i t  intervenir actuellement 

s ix  apoprotéines purifiées à par t i r  des LP majeures. 

Le problème de l a  LP(a) e s t  différent.  En e f fe t  il s ' ag i t  d'une LP dont 

l a  composition protéique comporte pour l a  plupart des auteurs (108 environ 65  % 

d'apoprotéines B identiques à c e l l e  des LDL, 20  % d'apoprotéines LP(a) spécif i- . . 
que, moins de 15 % d'albumine e t  des traces d'apoprotéines A-1. Pour JURGENS e t  

c o l l .  (196), l a  protéine spécifique de l a  LP ( a ) ,  représenterait moins de 5 % de 

l a  masse protéique to ta le .  

Toutes l e s  apoprotéines actuellement identifiées diffèrent par leurs  

propriétés physico-chimiques, leur rôle dans l e  métabolisme des LP, e t  leur 

dis t r ibut ion dans l e s  classes de densité. Ces paramètres seront étudiés en 

d é t a i l  ultérieurement. 

c l  Composition qlucidiaue - 

Les glucides ne représentent qu'un fa ib le  pourcentage du poids des LP, 

environ 1 %. 

La composition en glucides des chylomicrons e t  des VLDL e s t  incertaine. 

Les LDL e t  l e s  HDL contiennent des hexoses neutres (galactose, mannose, 

glucose), des hexosamines (glucosamine) e t  de l 'acide sialique répar t i s  comme 

s u i t  : 

( les  taux sont indiqués en grammes pour 100 g de protéines).  

L D L 

X 1 

x 1 312 

1 , 2  

012  

I 

GLUCIDES 

Galactose 

Mannose 

Glucose 

Glucosamine 

Ac ide sialique 

H D L 

X 1 

x 1 1,5 

X 1 

115 

015 
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La LP(a) se caractérise par une plus grande richesse en glucides que 

l e s  autres LP, e t  en part icul ier  que l e s  LDL dont e l l e  a pendant longtemps é té  

considérée comme un variant génétique. Le tableau ci-dessous montre que, compa- 

rée aux LDL, l a  LP(a) e s t  environ t ro is  fo i s  plus riche en glucides, contenant 

deux fo i s  plus d'hexose, t r o i s  fois  plus d'hexosamines e t  s ix  fois  plus d'acide 

sialique (108). 

(Les taux sont donnés en microgrammes par mg de protéines). 

En outre, l e s  VLDL, l e s  LDL e t  l e s  HDL contiennent des glycosphingolipi- 

des, en quantités généralement plus faibles  dans l e s  HDL (2,O à 4,5 p l e s / g  

de protéines) que dans l e s  VLDL e t  LDL ( 4 , O  à 9,5 kimoles/g de protéines) . 
En ne tenant pas compte du faible pourcentage de glucides, on peut résumer 

l a  composition lipoprotéique selon l e  tableau 5, pagel8. 

7- STRUCTURE DES LIPOPROTEINES - - 

La l i a i s o n  l ip ide-proté ine  e s t  u n  processus biologique fondamental, 

tant  au niveau des membranes ce l lu la i res ,  des réactions enzymatiques e t  des 

processus de l a  coagulation sanguine que de l a  structure des LP du sérum. 

Dans ce paragraphe, nous ne faisons qu 'envisager 1 'organisation molécu- 

l a i r e  des LP intactes. 

La connaissance des structures secondaires e t  t e r t i a i r e s  des LP e t  des 

variations conformationnelles du complexe lipoprotéique procèdent de méthodes 

physico-chimiques t r è s  nombreuses, basées dans l a  plupart des cas  sur l e s  

changements caractéristiques de l a  structure secondaire des apoprotéines lors- 

qu 'el les  s'associent aux différents  l ipides.  En e f f e t ,  l e s  interactions l ipide- 

protéine dependent essentiellement des apoprotéines e t  de leurs structures.  



TABLEAU 5 

COMPOSITION SCHEMATIQUE DES PRINCIPALES CLASSES 

DE LIPOPROTEINES PLASMATIQUES HUMAINES 

:: : en % du poids de lipoprotéïne 
i' 

PL : Phospholipides TG : Triglycérides 
. I 

\ CE : Cholestérol estérifié CL : Cholestérol libre 

CHYLOMICRONS 

d < 0,94 

V L D L  

d < 1,006 

L D L 
d < 1,063 

H D L  

d < 1,21 

V H D L  
d > 1,21 

LP(~) 

, 

PROTE INES:: 

LI PI DES:: 

2/98 

10/90 

24/76 

53/47 

62/38 

36/64 

RAPPORT 

CE/CL 

191 

- 
1 Y3 

2 31 

395 

8 

2 

COMPOSITION LIPIDIQUE 

PL 

7 

19 

2 2 

44 

83 

32 

(en mmole 

TG 

78 

49 

9 

7 

8 

8 

%) 

CE CL 

8 7 - 
15 

18 1 14 - 
3 2 

4 7 22 - 
6 9 

3 8 11 - 
49 

8 1 - 
9 

4 O 20 - 
60 



D e  nombreux modèles moléculaires de LP ont é t é  proposés au cours de ces  

dernières années. Toutes l e s  constatations expérimentales restent valables, 

seule l ' in terprétat ion d i £  fère,  e t  nous verrons qu'une conception uniciste peut 

ê t r e  envisagée. 

a )  Moyens u t i l i s é s  pour l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  des l i p o p r o t é i n e s  - 

De t r è s  nombreuses méthodes physiques e t  chimiques sont mises à prof i t  

pour étudier l a  structure des LP : 

- Les méthodes physiques - 

Elles sont variées e t  comprennent : 

des méthodes spectroscopiques en infra-rouge ou de fluorescence, des techniques 

de d i spe r s ion  opt ique r o t a t o i r e  ( D O R )  , de dichroTsme c i r c u l a i r e  ( D C )  de 

résonnance magnétique nucléaire ( R M N ) ,  de diffract ion des rayons X e t  de micro- 

scopie électronique Q98) . 

C'est ainsi  qulASSMANN e t  c o l l .  en 1974 (17) ,  associant l e s  principes de 

l a  RMN e t  du DC proposent un nouveau modèle pour l e s  HDL humaines dans lequel 

l e s  apoprotéines globulaires se  répartissent comme des "icebergsn au sein d 'une 

"mern de l ipides.  

L U Z Z A T I  e t  c o l l .  (227) o n t  t r è s  récemment déterminé l a  s t r u c t u r e  des 

LDL2 du singe hyperlipidémique par l a  diffract ion des rayons X. 11s décrivent 

des particules ayant une configuration isométrique. Leurs noyaux presque sphéri- 

ques de diamètre 105 A ont une faible densité électronique, contenant l e s  

l ipides  e t  quelques protéines dont certaines d'entre-elles sont entourées de 

quatre globules protéiques de diamètre 95 À e t  disposés en tétraèdre. Ces 

globules sont séparés par une distance d'environ 230 A .  

La structure des LDL humaines normales, proposée tout à f a i t  récemment, 

e s t  basée sur des études en microscopie électronique qui confirment une structu- 

r e  sphérique imparfaite avec quelques globules sur l a  couche extérieure (247). 



- Les méthodes chimiques - 

Le plus souvent, il s ' a g i t  de méthodes enzymatiques e t ,  par exemple, 

SCANU en 1972 a u t i l i s é  une phospholipase pour montrer que sur l e s  HDL l a  

majorité des phospholipides se  s i tuent  en surface (298. ~ r è s  récemment, BASU e t  

co l l .  ont u t i l i s é  l a  phospholipase D pour montrer que l e s  lécithines ne sont pas 

également accessibles lorsqu'on étudie des LDL provenant de sujets  normaux ou 

hypercholestérolémiques (32 ) .  De même, l a  localisation des apoprotéines à l a  

surface des HDL a é t é  étudiée à l ' a ide  de protéases (trypsine e t  chymotrypsine) 

par SHORE e t  c o l l .  (330) qui mettent a insi  en évidence une var iab i l i té  dans 

l ' access ib i l i té  des acides aminés des apoprotéines par ces  enzymes. 

L 'ut i l isat ion de molécules fluorescentes permet à SCHROEDER e t  co l l .  

(317) de montrer que l a  f lu id i t é  des molécules de VLDL dépend, à l ' i n t é r i eu r  même 

de l a  classe,  d u  degré de saturation des acides gras e t  que l e s  résu l ta t s  

obtenus ainsi  sont en par fa i t  accord avec une structure des VLDL en simple 

couche entourant un noyau de l ipides.  

b) Modèle moléculaire ~ r o ~ o s é  - 

Nous définirons ultérieurement l a  structure proposée actuellement pour 

chaque classe de LP, mais il e s t  possible dès maintenant de décrire un modèle 

général. Dans l e  sang, l e s  LP c irculent  sous forme de micelles sphériques dans 

lesquelles les  l ipides  apolaires (triglycérides e t  es te rs  de cholestérol) s i tués  

au coeur de l a  particule sont enveloppés d'une monocouche superficielle consti- 

tuée par l e s  apoprotéines e t  l e s  l ipides  polaires (phospholipides e t  cholestérol 

l i b re  (figure 3,  page 21). Cette enveloppe hydrophile assure l a  so lubi l i té  des 

particules dans l e  plasma, l a  fonction essent iel le  des LP étant de trasporter 

l e s  l ip ides  hydrophobes du coeur de l a  particule. 



Apoprotéïnes 
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Figure 3 

STRUCTURE GENERALE DES LIPOPROTEINES 



LES \POPROTEINES D E F I N  I T I O N  r STRUCTURE 

E T  REPARTITION DANS LES LIPOPROTEINES PLASMATIQUES 



1- DEFINITION - ------------- 

Les LP sont des macromolécules constituées d'une part de lipides, et 

d'autre part de protéines appelées apoprotéines. Bien que représentant quelque- 

fois moins de 1 % de la masse totale d'une LP, comme dans le cas des chylomi- 

crons, nous verrons qu'en fait les apoprotéines sont essentielles à l'organisa- 

tion, à la sécrétion et au métabolisme des LP. 

Une apoprotéine est une protéine capable de fixer des lipides et de 

former ainsi une famille de LP solubles et polydispersées. Les apoprotéines sont 

formées soit d'une chaîne polypeptidique, soit de plusieurs polypeptides. 

1- CLASSIFICATION DES APOPROTEINES SELON LA NOMENCLATURE D'ALAUPOVIC ( 2 ) ......................................................................... 

Les LDL et les HDL sont caractérisées par des protéines distinctes dénom- 

mées apoprotéine-B (Apo B) et A (Apo A). En plus de ces deux apoprotéines 

majeures, une troisième protéine initialement détectée dans les VLDL de su jets 

hypertriglycéridémiques a été appelée apoprotéine C (Apo C) ( 2 ) .  

Plus récemment, quatre apoprotéines mineures supplémentaires ont ét6 

reconnues comme étant des constituants normaux des LP plasmatiques : 

* l'une, isolée à partir des HDL, est 1 'apoprotéine D (Apo D) Q28) ; 

* une autre, isolée à partir des VLDL, initialement dénommée "arginin rich 

polypeptiden est l'apoprotéine E (Apo E) 632) ; 

* un polypeptide acide isolé des HDL correspond à 1 'apoprotéine F (Apo F 

062) i 

* enfin, l'apoprotéine G (Apo G), de découverte récente (26 ) , est purifiée 
à partir des HDL et des VHDL. 

L'Apo A comprend deux polypeptides différents A-1 et A-II. L'Apo C con- 

tient trois polypeptides différents : C-1, C-II, C-III. L'Apo E semble corres- 

pondre à une seule chaîne polypeptidique . 
Quant aux autres apoprotéines, Apo BI DI F ou Gr on ignore encore s'il 

s'agit de chaîne de polypeptides simples ou de complexes formés de polypep- 

tides différents. 

Les différents polypeptides constitutifs d'une même apoprotéine sont 

eux aussi distingués, et 1'Apo C-III par exemple se subdivise en Apo C-1110, 

Apo C-III1 et Apo C-111-2. 



Ainsi, comme indiqué dans l e  tableau ci-dessous, l e s  apoprotéines appa- 

ra i ssen t  en le t t res  majuscules, l e s  polypeptides en ch i f f r e s  romains e t  l e s  

d i f fé ren tes  formes d'apoprotéines ou de polypeptides en ch i f f r e s  arabes. 



3- PROPRIETES MOLECULAIRES DES APOPROTEINES - ........................................... 

a )  Apo A - 
L'apoprotéine A e s t  l e  constituant protéique majeur des HDL. Elle e s t  

formée de deux polypeptides c o n s t i t u t i f s  A - 1  e t  A-II immunologiquement 

d is t inc ts .  

-Apo A-1 - 
L'Apo A-1 comporte une seule chaîne polypeptidique de 243 acides aminés 

e t  de masse moléculaire voisine de 28 000 daltons. La séquence déterminée 

par BREWER e t  c o l l .  (51) d i f fè re  en quelques endroits de ce l l e  proposée par 

BAKER e t  co l l .  (27 )  ou DELAHUNTY e t  co l l .  (97). Les acides aminés en positions 

C- e t  N-terminales sont respectivement l a  glutamine e t  l 'acide aspartique. 

I l  n'y a pas d'isoleucine dans l a  structure primaire. 

Enfin, après hydrolyse de l a  protéine en quatre sous-peptides au moyen 

du bromure de cyanogène, il a é t é  possible de local iser  l e s  s i t e s  a c t i f s  impli 

-qués dans l a  l ia ison avec l e s  l ipides  e t  de l e s  ident i f ier  aux résidus d'acides 

aminés 152 - 243 (296). 

La structure secondaire de 1'Apo-A-1 présente 57,1 % d'hélice a, 9,4% 

de coude f3 , 14,7 % de f e u i l l e t  pl issé  f3 , l e  reste  de l a  protéine étant sans 

structure dé£ inie (298) . 
Bien que 1'Apo A-1 puisse ê t r e  purifiée en quantité relativement impor- 

tante,  ses  propriétés en solution aqueuse sont t r è s  mal définies ; en e f fe t ,  

c e t t e  protéine, lor squ'elle e s t  isolée, a une for te  tendance à s'auto-associer 

formant des agrégats de poids moléculaires variables. 

Certains  au teu r s  pur i f  i e n t  1 'Apo-1 sous deux formes polymorphiques 

d'Apo A-11 e t  d'Apo A-12 (107), de mêmes poids moléculaire, composition en 

acides aminés e t  propriétés immunologiques. Elles sont séparables par élec- 

trophorèse en gel de polyacrylamide à 5 % en tampon alcal in  e t  en présence 

d'urée mais ont une distance de migration semblable lorsqu'on abaisse l e  pH à 

3,s. Elles ont l a  même structure covalente, ne possèdent pas de glucides e t  sont 

interconvertibles. 

-Apo A-II - 
L'Apo A - I I  comporte deux chaînes polypept idiques ident iques  réunies  

par un pont disulfure. Chaque peptide a une masse moléculaire de 8 500 daltons 

e t  possède une séquence connue de 7 7  acides aminés (52 ) .  Les r é s idus  en 



p o s i t i o n  C- e t  N- t e r m i n a l e s  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  l a  g lu tamine  e t  l ' a c i d e  pyro- 

g lutamique.  L ' h i s t i d i n e ,  1 ' a r g i n i n e  e t  l e  t r y p t o p h a n e  ne f i g u r e n t  p a s  dans  

l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e .  

E n f i n ,  l a  séquence minimale n é c e s s a i r e  pour une f i x a t i o n  aux phospho l i -  

p i d e s  s e  s i t u e  e n t r e  l e s  a c i d e s  aminés 47 e t  77 (192). 

La s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  d e  1'Apo A - I I  p r é s e n t e  37,7  % d ' h é l i c e  a ,  20,8% d e  

coude 6, 15,6 % d e  f e u i l l e t  p l i s s é  B e t  25,9 % d e  l a  p r o t é i n e  s o n t  s a n s  s t u c t u r e  

d é £  i n i e  (293) . 
Les p r o p r i é t é s  m o l é c u l a i r e s  d e  1'Apo A - I I  e n  s o l u t i o n  s o n t  r e l a t i v e m e n t  

mieux connues  que celles d e  1'Apo-A-1. C e t t e  a p o p r o t é i n e  e s t  l e  p l u s  souven t  

p r é s e n t e  s o u s  f o r m e  d e  d i m è r e s  m a i s  e x i s t e  é g a l e m e n t  s o u s  f o r m e  monomère 

e t  même t r i m è r e  Q65). I l  semble e n  o u t r e  q u e  l es  l i a i s o n s  i n t e r v e n a n t  d a n s  les 

phénomènes d ' a u t o - a s s o c i a t i o n  d e  1'Apo A - I I  s o i e n t  p l u s  s o l i d e s  que d a n s  l e  c a s  

de 1 ' A p o  A-1 p u i s q u ' e l l e s  r é s i s t e n t  à une t e m p é r a t u r e  p l u s  é l e v é e  e t  à d e s  

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

g u a n i d i n e  (357) . 

L ' a p o p r o t é i n e  B est a c t u e l l e m e n t  l a  moins b i e n  c a r a c t é r i s é e  de t o u t e s  

les a p o p r o t é i n e s  p lasmat iques .  

De  nombreuses c o n t r o v e r s e s  e x i s t e n t  q u a n t  à sa t a i l l e ,  s a  masse molécu- 

l a i r e ,  l e  nombre d e  ses s o u s - u n i t é s  d a n s  les LDL, ses p r o p r i é t é s  ch imiques  e t  s a  

compos i t ion .  Les d i f f i c u l t é s  d ' é t u d e  s o n t  d u e s  e n  majeure  p a r t i e  à son i n s o l u b i -  

l i t é  e t  à s a  f a c i l i t é  d e  p o l y m é r i s a t i o n  en s o l u t i o n s  aqueuses  l o r s q u ' e l l e  est 

i s o l é e  à l ' é t a t  pur .  L ' a d d i t i o n  de  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  d é t e r g e n t s  l a  

r e s o l u b i l i s e  e n  p a r t i e ,  mais b i e n  souven t ,  c e s  t r a i t e m e n t s  o f f r e n t  l e  désavan- 

t a g e  majeur de  m o d i f i e r  s e s  comportements é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  chromatographique 

e t  immunologique (190). Néanmoins, ayan t  f a i t  l ' o b j e t  d e  nombreux t r a v a u x ,  il e s t  

p o s s i b l e  d ' é m e t t r e  c e r t a i n e s  hypo thèses  r e l a t i v e s  à s a  s t r u c t u r e  : 

* s a  masse m o l é c u l a i r e  v a r i e  s e l o n  les a u t e u r s  d e  10 000 à 250 000 d a l t o n s  (359; 

* s a  conformat ion  t r i d i m e n s i o n n e l l e  est un mélange d ' h é l i c e  a , d e  s t r u c t u r e  f3 

e t  d e  p e l o t e  s t a t i q u e  (298) ; 

* s a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  e n c o r e  i n c e r t a i n e  semble i n d i q u e r  q u e  l 'acide aminé 

e n  p o s i t i o n  N-terminale e s t  b loqué.   étude d e  l ' e x t r é m i t é  C- terminale  d e v r a i t  



aider à l a  détermination du nombre de polypeptides cons t i tu t i f s  de c e t t e  pro- 

téine. On s a i t  cependant q u ' i l  s ' a g i t  d'une glycoprotéine dont l a  part ie  gluci- 

dique, partiellement caractérisée ( 3 ~ 6 ) ~  représenterait 5 à 6 % de l a  masse 

to ta le  de l a  protéine. 

Diverses tentatives ont é té  f a i t e s  pour solubiliser 1'Apo B en vue de 

son étude : 1 

* IKAI e t  co l l .  (190) u t i l i s en t  l e  Triton X-100 e t  leurs  études ultérieures 

l e s  conduisent à envisager une structure en dimère de poids moléculaire 270000 

da1 tons. 

* HELENIUS e t  SIMONS (173) étudient par a i l leurs  l a  capacité qu'ont plusieurs 

détergents d 'extraire 1 'Apo-B des LDL sans détruire ses p r o ~ r  ié tés  immunologi- 

ques. Ils montrent que l e  Nonidet P-40, analogue au Triton X-100 répond à c e t t e  

exigence, mais que par contre il faut éviter l'emploi du sodium-dodecyl-sulfate 

(SDS) ou du cétyl-triméthyl-ammonium, composés t r è s  souvent u t i l i s é s  ; 

* enfin, une nouvelle technique de solubilisation de 1'Apo-B en milieu aqueux 

a été  récemment proposée (184). Ce procédé devrait permettre d'effectuer des 

progrès quant à l a  caractérisation 'de l a  protéine. Les auteurs mentionnent 

également l e s  situations qui entraînent inévitablement l'agrégation e t  l ' inso-  

l u b i l i t é  de 1'Apo B : 

- ancienneté des plasmas servant à l a  séparation des LDL, ou des LDL 

elles-même en solution ou à l ' é t a t  déshydraté ; 

- déplacement incomplet de l ' a i r  par l ' a z o t e  dans l e s  so lu t ions  de 

protéines ; . 
- contamination par des peroxydes présents dans l 'é ther  u t i l i s é  pour 

l a  délipidation. 

En ef fe t ,  il semble que l a  peroxydation des l ipides des LDL provoque 

l 'apparit ion d 'ar téfacts  de hauts poids moléculaires lors  de l a  séparation 

électrophorétique de 1'Apo B sur gel de polyacrylamide-SDS. 



C )  Apo C - 

Les Apo C représentent  u n  groupe de t r o i s  p ro té ines  d i s t i n c t e s  : 

C-1, C - I I ,  C-III de faible  masse moléculaire. La structure primaire de chacune 

d'entre-elles e s t  connue. Aucune ne contient de cystéine ; C-1 e t  C-II ne 

renferment pas de glucides e t  C-III se différenciant en C-111-0, C-111-1, 

C-111-2 contient respectivement, outre 1 mole de galactose e t  1 mole de 

galactosamine, 0 , l  ou 2 moles d'acide sialique/mole de protéine. Leur pHi e s t  

déterminé par isoélectrofocalisation entre l e s  pH 4 e t  6 (238) ; il e s t  de 4,78 

pour 1'Apo C-II e t  4,93, 4 ,72  e t  4,54 respectivement pour l e s  Apo C-IIIO, 1 e t  

2. L'Apo C-1 de pHi plus acide ne se  s i tue  pas dans l a  zone de pH u t i l i s é .  

D'autres formes mineures d'Apo C ont é t é  décrites récemment (82 ) . Elles 

sont mal caractérisées e t  sont actuellement étudiées. 

-ApO C-I- 

L'Apo C-1 e s t  une protéine simple de masse moléculaire 6 620 daltons (302). 

Sa structure primaire comporte 57 résidus d'acides aminés parmi lesquels l a  

thréonine e t  l a  sérine sont respectivement en position N- e t  C-terminales 

035) 

Sa s t r u c t u r e  secondaire présente  63,2 % d ' h é l i c e  a, 2 1 , O  % de coude B 

e t  15,8 % sont sans structure Qg8) .  

L'Apo C-1 se  l i e  t r è s  avidement aux phospholipides e t  l a  par t ie  C-termi- 

nale de l a  chaîne peptidique e s t  l a  plus active pour c e t t e  fixation (345). 

Enfin, comme pour l e s  Apo A, l a  forme monomère isolée s'associe à e l l e -  

même t r è s  rapidement en solutions aqueuses e t  à p H  neutre (264). 

-Apo C-II- 

L'Apo C-II e s t  une protéine de masse moléculaire 9 930 daltons, composée 

de 78 acides aminés avec l a  thréonine e t  l ' ac ide  glutamique en positions N- e t  

C-terminales respectivement (i9U . 
Bien que jouant un r ô l e  important dans l e  métabolisme des  LP,  c e t t e  

apoprotéine e s t  l a  moins bien connue quant à ses propriétés moléculaires. 

-Apo C - I I I -  - 
C'est l'apoprotéine l a  mieux caractérisée parmi l e s  Apo C en raison, 

probablement, de son abondance. 



E l l e  e s t  formée de 79 a c i d e s  aminés avec e n  p o s i t i o n  N- e t  C- terminales  

respect ivement  l a  s é r i n e  e t  l ' a l a n i n e  ; sa masse m o l é c u l a i r e  est  d e  8 800 

d a l t o n s  (302. 

I l  s ' a g i t  e n  f a i t  d ' u n e  g l y c o p r o t é i n e ,  e t  l e s  r é s i d u s  g l u c i d i q u e s  (ga lac -  

t o s e ,  ga lac tosamine  e t  a c i d e  s i a l i q u e )  s o n t  b ranchés  su r  l a  t h r é o n i n e  e n  p o s i -  

t i o n  74 dans  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  (53 ) . 
Sa s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  p r é s e n t e  17,7 % d ' h é l i c e  a, 17r7 % de f e u i l l e t  

p l i s s é  6, 30,4 % d e  coude e t  l e  r e s t e  (34,2  %) n ' a  p a s  d e  s t r u c t u r e  d é f i n i e  

Q99 

E l l e  s e  l i e  spontanément aux p h o s p h o l i p i d e s ,  e t  les d é t e r m i n a n t s  p l u s  

a c t i f s  i n t e r v e n a n t  dans  ce t te  f i x a t i o n  s o n t  e n c o r e  p o r t é s  par  l a  r é g i o n  C-termi- 

n a l e  (346) . 
Enf in ,  d e s  a u t e u r s  r a p p o r t e n t  l a  p r é s e n c e  d e  formes d imères  e t  trimères 

dtApo C-II I  en s o l u t i o n s  aqueuses  (263). 

A u t r e s  formes d'Apo C- 

CATAPANO e t  c o l l .  ( 8 2 )  q u a n t i f i a n t  c h e z  l'homme par une t e c h n i q u e  d ' i s o é -  

l e c t r o f o c a l i s a t i o n  l e s  Apo C - I I  e t  C - I I I  d a n s  les VLDL, m e t t e n t  e n  é v i d e n c e  deux 

p e p t i d e s  supp lémenta i res  Apo C mineurs  (Apo C-IV e t  Apo C-V) d e  pHi r e s p e c t i f s  

4,61 e t  4,44. C e s  a p o p r o t é i n e s  ne  s o n t  p a s  e n c o r e  c a r a c t é r i s é e s  e t  ne  représen-  

t e n t  que 14 % d e  l ' ensemble  d e s  p r o t é i n e s  d e s  VLDL. Les a u t e u r s  montrent  cepen- 

d a n t  q u ' i l  ne s ' a g i t  p a s  d ' a r t é f a c t s  t echn iques .  

D ' a u t r e  p a r t ,  u n e  f o r m e  d 'Apo C - I I I  c o n t e n a n t  t r o i s  r é s i d u s  d ' a c i d e  

s i a l i q u e  a é té  m i s e  e n  év idence  par  KANE e t  coll.(sol) e t  a p p e l é e  C-111-3. E l l e  

r e p r é s e n t e r a i t  e n v i r o n  10 % d e  l a  masse d e s  Apo C. 

d) Apo D - 

La première  i d e n t i f i c a t i o n  de  1'Apo D d a t e  d e  1973 (228). Sa compos i t ion  

e t  son métabolisme ne s o n t  p a s  p a r f a i t e m e n t  d é f i n i s .  

I l  s ' a g i t  d ' u n e  g l y c o p r o t é i n e  d e  masse molécu la i re  22 700 d a l t o n s  e t  

comportant  18 % d e  son p o i d s  e n  g l u c i d e s .  L e s  a c i d e s  aminés en p o s i t i o n s  N- 

e t  C-terminales s o n t  b loqués  e t  les a u t e u r s  r a p p o r t e n t  l a  p r é s e n c e  dans  l a  

p r o t é i n e  d e  t o u s  les a c i d e s  aminés h a b i t u e l s  y compris l e  t r y p t o p h a n e  e t  l a  

c y s t é i n e  (230.  



e )  Apo E - 

L'Apo E ou "Arginin-Rich Protein" (ARP) a é t é  isolée des VLDL par SHORE 

e t  co l l .  en 1974 (334). Ses propriétés moléculaires ne sont pas encore connues. 

C'est une protéine ayant une masse moléculaire de 33 000 daltons (324). 

Elle e s t  t r è s  riche en arginine ( 1 0  % des acides aminés totaux) ; l 'acide aminé 

en position N-terminale e s t  l a  lysine, e t  l a  séquence C-terminale e s t  leucine- 

ser ine-alanine (366) . 

Par isoélectrofocalisation , plusieurs formes polymorphiques de 1'Apo E 

ont é t é  rapportées, e t  UTERMANN e t  co l l .  (368) en décrivent t r o i s  : E l ,  E 2  

e t  E3 de pH1 respect i fs  5,5, 5,6 e t  5,75. 

~écemment, MAHLEY e t  c o l l .  (234) ont isolé  des VLDL de malades a t t e i n t s  

d'hyperlipémie de type I I I  e t  des HDL2 de su je ts  normaux, une apoprotéine de 

masse moléculaire 48 000 daltons, l a  "pro-arginin-rich-protein" (pro-ARP) , dont 

l a  réduction par l e  mercapto-éthanol l ibère  deux sous-unités : une première 

fraction de 37 000 daltons identique à 1'Apo E quant à sa composition e t  ses 

propriétés immunologiques, e t  une seconde ayant une masse moléculaire de 10 000 

daltons. On ne s a i t  pas actuellement s i  c e t t e  pro-ARP correspond à un précurseur 

de 1'Apo E, ou à une forme polymorphique de ce t t e  même apoprotéine, ou encore à 

un agrégat de protéines. 

f )  Apo F - 

L'Apo F e s t  une apoprotéine mineure isolée à par t i r  des HDL par OLOFSSON 

e t  c o l l .  en 1978 ( 2 6 2 ) .  

E l l e  représente  une e n t i t é  l ipoproté ique  parfaitement d i s t i n c t e ,  de 

masse moléculaire 26 000 à 30 000 daltons, e t  contient tous l e s  acides aminés 

couramment retrouvés dans l e s  apoprotéines, à l 'exception du tryptophane. 

C'est une protéine acide dont l e  pHi déterminé par isoélectrofocalisation 

e s t  de 3,7. 

Sa mobilité électrophorétique sur gel  de polyacrylamide e s t  l a  même que 

c e l l e  de 1'Apo D. 



L'Apo G est l ' a p o p r o t é i n e  l a  p l u s  récemment découver te  (26), i d e n t i f i é e  

dans  l e s  VHDL e t  HDL. 

C ' e s t  une p r o t é i n e  immunologiquement d i s t i n c t e  d e s  a u t r e s  a p o p r o t é i n e s  

d é j à  connues  e t  correspond à une e n t i t é  l i p o p r o t é i q u e  également d i s t i n c t e  

appe lée  LP-G. 

Sa masse molécu la i re  e s t  d ' e n v i r o n  72 000 d a l t o n s .  Sa composi t ion e n  

a c i d e s  aminés d i f f è r e  d e  ce l le  d e s  p o l y p e p t i d e s  b i e n  c a r a c t é r i s é s  d e s  LP du 

sérum humain. E l l e  c o n t i e n t  d e  l a  g lucosamine.  

Sa m i g r a t i o n  en  g e l  d ' a c r y l a m i d e  est  t r è s  v o i s i n e  d e  c e l l e  d e  1 ' A p o  D. 

h l  Aut res  a m ~ r o t é i n e s  - 

-Apo A - I I I -  

KOSTNER (208) a i s o l é  e n  1974  à p a r t i r  d e s  HDL u n e  a p o p r o t é i n e  q u ' i l  

a s s o c i e  t o u t  d ' a b o r d  à 1 ' A p o  D e t  q u ' i l  a p p e l l e i l t h i n - l i n e  po lypep t ide" ,  p u i s  

p l u s  t a r d  Apo A - I I I ,  c r o y a n t  q u ' e l l e  é t a i t  e f f e c t i v e m e n t  a s s o c i é e  à l a  f a m i l l e  

LP-A. 

En f a i t ,  il s ' a g i t  d ' u n  p r o t é i n e  p a r f a i t e m e n t  d i s t i n c t e  d e  1'Apo D b30), 

ne c o n t e n a n t  p a s  d e  c y s t é i n e  e t  d o n t  l ' a c i d e  aminé C-terminal e s t  l a  s é r i n e .  

-Apo A-IV- 

I s o l é e  t o u t  d 'abord c h e z  1 'homme d a n s  les chylomicrons  du c a n a l  t h r o r a c i -  

que,  e t  chez l e  r a t  dans l a  lymphe i n t e s t i n a l e  (381), 1'Apo A-IV a i n s i  m i s e  e n  

év idence  e s t  i d e n t i q u e  à c e l l e  que  l ' o n  t rouve  d a n s  les  HDL1 du r a t  e t  du 

c h i e n  ( 3 7 ) .  

E l l e  a une masse m o l é c u l a i r e  d e  46 000 d a l t o n s ,  e t  s a  composi t ion e n  

a c i d e s  aminés est d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  d e s  a u t r e s  a p o p r o t é i n e s  d é j à  i d e n t i -  

f i é e s  (367). 

E l l e  possède  en o u t r e  d e s  p r o p r i é t é s  immunologiques q u i  l u i  s o n t  p r o p r e s ,  

ce q u i  permet d e  l a  c a r a c t é r i s e r  parmi les a u t r e s  a p o p r o t é i n e s .  

 après d e s  é t u d e s  d ' immunoélect rophorèse  e n  double  dimension,  il semble 

b ien  que  l V A p o  A-IV e x i s t e  dans  l e  sérum sous  deux formes : à l ' é t a t  l i b r e ,  

non a s s o c i é e  avec  l e s  f r a c t i o n s  majeures  d e  LP, e t  s o u s  forme a s s o c i é e  aux 



chy lomicrons  ( 3 6 7 ) .  Ces deux formes s o n t  r e t r o u v é e s  e n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

r e s p e c t i v e m e n t  dans  l a  f r a c t i o n  d e  d e n s i t é  > 1,21 g/ml e t  < 1,006 g/ml. 

E n f i n ,  e l l e  e s t  p r é s e n t e  c h e z  l'homme en t a n t  q u ' a p o p r o t é i n e  majeure  

d a n s  l e s  chylomicrons  p rovenan t  d ' a s c i t e  c h y l e u s e ,  ma i s  o n  ne l a  r e t r o u v e  p a s  au  

n i v e a u  d e s  chylomicrons  isolés d e  sérums d e s  s u j e t s  hypertriglycéridémiques. I l  

e s t  donc p r o b a b l e  que 1 ' A p o  A-IV e n t r e  dans  l a  compos i t ion  p r o t é i q u e  d e s  c h y l o -  

microns  n a t i f s ,  e t  q u ' e l l e  so i t  e n s u i t e  rapidement  é l i m i n é e  l o r s q u e  ceux-c i  

p é n è t r e n t  d a n s  l e  compartiment p lasmat ique  ( 159) . 

-Apo L P ( a ) -  

Le p o l y p e p t i d e  s p é c i f i q u e  d e  l a  LP(a)  ( A p o  L P ( a ) ) e s t  t r è s  mal c a r a c t é r i s é  

j u s q u ' à  c e  j o u r  n ' a y a n t  f a i t  l ' o b j e t  q u e  d ' u n e  s e u l e  é t u d e  p a r t i c u l i è r e  

(196) . 
La m a s s e  m o l é c u l a i r e  d e  1 ' A p o  L P ( a )  s p é c i f i q u e ,  c a l c u l é e  d ' a p r è s  l a  

compos i t ion  e n  a c i d e s  aminés,  es t  d e  l ' o r d r e  d e  1 4  300 d a l t o n s  ; mais compte 

t e n u  d e  l a  r i c h e s s e  en  s u c r e  d e  c e t t e  p r o t é i n e ,  ce t te  d é t e r m i n a t i o n  est i n e x a c t e  

e t  s e r a i t  p l u t ô t  d e  35.000 d a l t o n s  d ' a p r è s  s o n  kav d ' é l u t i o n  p a r  chromatogra-  

p h i e  s u r  Séphadex G. 75. 

5- REPARTITION DES APOPROTEINES DANS LES LIPOPROTEINES - ...................................................... 

Le t a b l e a u  6 page 34 , résume l a  r é p a r t i t i o n  c h e z  l'homme normal d e s  

a p o p r o t é i n e s  précédemment dé£ i n i e s  d a n s  les d i £  f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  LP s é p a r é e s  

pa r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  (302 . 
Quelques commentaires peuvent  ê t r e  f a i t s  à propos  d e  c e  t a b l e a u ,  ma i s  il 

f a u t  a u  p r é a l a b l e  r a p p e l e r  que les v a l e u r s  q u ' i l  mentionne ne r e p r é s e n t e n t  

q u ' u n e  r é p a r t i t i o n  d e s  a p o p r o t é i n e s  à un moment donné,  a l o r s  qu ' en  f a i t  il 

s ' a g i t  d 'un  phénomène dynamique, e t  que t o u t  au  l o n g  d e  l a  d é g r a d a t i o n  e t  d e  l a  

s y n t h è s e  d e s  LP, s e  p r o d u i s e n t  d e s  échanges  et d e s  t r a n s f e r t s  d ' a p o p r o t é i n e s  

e n t r e  l e s  d i f  f é r e n t e s  c l a s s e s .  

a )  Les A m  A - 

Dans un p l a s m a  n o r m a l ,  8 7  % d e  1 ' A p o  A - 1  e t  9 0  % d e  1 ' A p o  A - I I  s o n t  

r e t r o u v é s  a u  niveau d e s  HDL. Le r e s t e  se r é p a r t i t  à l ' é t a t  d e  t r a c e s  d a n s  les 

a u t r e s  LP. 



Cependant ,  1 2  % d'Apo A-1 e t  9 % d'Apo A - I I  p e u v e n t  ê t r e  r e t r o u v é s  d a n s  l a  

f r a c t i o n  d e  d e n s i t é  s u p é r i e u r e  à 1,21  g/ml. C e s  c o n c e n t r a t i o n s  augmentent  

p a r f o i s  c o n s i d é r a b l e m e n t  e n  f o n c t i o n  notamment d u  nombre d e  l a v a g e s  e f  f e c -  

t u é s  a u  c o u r s  d e s  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n s ,  e t  FAINARU e t  co l l .  (120) m o n t r e n t  q u e  

j u s q u ' à  60 % d e  1 ' A p o  A-1 d e s  HDL p e u v e n t  a i n s i  ê t re  d i s s o c i é s  e t  se r e t r o u v e r  

d a n s  l e  sous-nageant  d e  d e n s i t é  s u p é r i e u r e  à 1 ,21  g/ml. 

D ' a u t r e  p a r t ,  on  p e u t  n o t e r  un p o u r c e n t a g e  r e l a t i v e m e n t  é l e v é  d'Apo A 

d a n s  l es  chy lomic rons  n a t i f s  d e  l a  lymphe ; mais l o r s q u e  c e u x - c i  s o n t  isolés à 

p a r t i r  d u  sérum, d u  f a i t  d e  l e u r  mé tabo l i sme ,  i ls  n ' e n  p o s s è d e n t  p l u s  q u e  2%. 

b )  Les A m  B - 

LIApo B f a i t  p a r t i e  i n t é g r a n t e  d e s  c h y l o m i c r o n s  n a t i f s ,  d e s  VLDL e t  d e s  

LDL, r e p r é s e n t a n t  r e s p e c t i v e m e n t  20  %, 40 % e t  98 % d e s  p r o t é i n e s  to ta les  d e  ces 

LP. E l l e  n ' e x i s t e  q u ' à  l ' é t a t  d e  traces d a n s  les  HDL. 

c )  Les Apo C - 

Des c o n c e n t r a t i o n s  v a r i a b l e s  d'Apo C s o n t  r e t r o u v é e s  d a n s  t o u t e s  l es  

LP p l a s m a t i q u e s ,  e t  r e p r é s e n t e n t  p l u s  d e  60 % d e  l a  masse p r o t é i q u e  totale  d e s  

c h y l o m i c r o n s ,  40 à 80 % d e  cel le  d e s  VLDL, e t  2 à 10 % d e  celle d e s  HDL. Les  LDL 

e n  c o n t i e n n e n t  d e s  t r a c e s .  

Chez d e s  s u j e t s  normaux, 1 ' A p o  D est d é t e c t a b l e  p a r  d e s  méthodes immunolo- 

g i q u e s  d a n s  t o u t e s  l e s  classes d e  d e n s i t é ,  mais seu lemen t  mesurab le  d a n s  l es  

HDL2, HLDL3 e t  VHDL où  e l l e  se r é p a r t i t  r e s p e c t i v e m e n t  s e l o n  les p o u r c e n t a -  

g e s  s u i v a n t s  : 21 %, 43 % e t  36 % d e  sa to ta l i té .  

C e s  v a l e u r s  c o r r e s p o n d e n t  à d e s  f r a c t i o n s  d e  LP s é p a r é e s  p a r  u l t r a c e n t r i -  

f u g a t i o n ,  mais non l a v é e s .  En e f f e t ,  d e s  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n s  r é p é t é e s  e t  
t 

d e s t i n é e s  à e n l e v e r  l ' a l b u m i n e  c o n t a m i n a n t e  r é s u l t e n t  e n  une p e r t e  d n A p o  D 

p o u v a n t  a l le r  d e  40 à 50 % (94 ) .  



e )  L'Apo E - 

L'Apo E e s t  retrouvée normalement chez l'homme dans l e s  VLDL où e l l e  

représente 13 % des protéines, e t  dans l e s  HDL, e t  plus précisément dans l e s  IDL 

e t  l e s  HDL2. 

Cependant, après une seule ultracentrifugation, une grande part ie  de 

1'Apo E (30 à 40 %) peut ê t r e  dissociée des LP e t  se retrouver a ins i  dans l e  

sous-nageant de densité supérieure à 1 , 2 1  g/ml (122. 

£ 1  L ' A m  F - 

Cet te  apoprotéine a é t é  i s o l é e  à p a r t i r  des  HDL, e t  actuel lement  on 

ignore encore s i  e l l e  exis te  dans d'autres fractions de LP (262). 

g) L'Apo G - 

Comme dans l e  cas  de 1 'Apo F,1 'Apo G n 'ayant é t é  découverte que t r è s  

récemment, on ne l ' a  caractérisée jusqu'à présent que dans l e s  fractions ayant 

servi à son isolement c ' e s t  à di re  dans l e s  HDL e t  l e s  VHDL(26). 

Mais quoiqu'il en so i t ,  ces  deux dernières apoprotéines sont mineures e t  

n 'existent qu'en quantités t r è s  faibles dans leurs  fractions respectives. 



TABLEAU 6 

REPARTIT ION DES APOPROTEINES DANS L E S  DIFFERENTES CLASSES 

DE L IPOPROTEINES PLASMATIQUES CHEZ L'HOPIME 

(en pourcentages des protéines totales  des Lp) 
{ L1Li.i 

, 

APOPROTEINES 

A- 1 

A-II 

B 

C- 1 

C- I I  

C-III 

D 

E 

F 

G 

I 

\.+,* 

:: isolés  de l a  lymphe 
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VHDL 

t 

t 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

t 

A 

natifs:: 

7,4 

4 2  

22 ,5  

15 

1 5  

3 5  $ 6  

- 

- 

- 

- 

VLDL 

traces 

traces 

36,9 

3,3 

6,7 

39 ,9  

- 

13,O 

- 

- 

# 

CHYLOMICRONS 

circul ants:=: 

traces 

traces 
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15 

1 5  

4 0  

- 

+ 

- 

- 

LDL  

- 

- 

9 8  
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traces 

traces 

- 

traces 

- 

- 

HDL 

57 

2 2 
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1 - 3 

1 - 3 

3 - 5 

+ 

+ 

+ 
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C - LES PRINCIPALES ENZYMES INTERVENANT 

DANS LE METABOLISME DES LIPOPROTEINES 



1- INTRODUCTION - 

De t r è s  nombreuses enzymes interviennent dans l e  métabolisme des LP: 

* d i £  férentes l ipases  parmi lesquelles des phospholipases, des glycérides- 

l ipases  e t  notamment des triglycérides-lipases, e t  l a  cholestérol-estérase; 

* des protéases e t  des hydrolases acides lysosomales, t r è s  importantes pour 

l e  catabolisme intra-cel lulaire  des LDL ; 

* des réductases e t  en part icul ier  l a  6-hydroxy-fi-méthyl-glutaryl-coenzyme 

A réductase (HMG - CoA réductase), enzyme de régulation de l a  biosynthèse 

du cholestérol ; 

* des transférases, notamment l a  lécithine-cholestérol-acyl-transférase (LCAT) 

e t  l'acyl-oenzyme  cholestérol-acyltransférase (ACAT) , enzyme d 'estér i f icat ion 

du cholestérol l ib re .  

Dans ce  chapître, nous nous limiterons à l 'é tude des propriétés physico- 

chimiques des triglycéride-lipases e t  de l a  LCAT, enzymes fondamentales du 

métabolisme des LP. 

2- LES TRIGLYCERIDES-LIPASES - ............................ 

L'hydrolyse des triglycérides des LP circulantes dépend des ac t iv i tés  

lipolytiques de l a  paroi endothéliale des capi l la i res .  

Ces ac t iv i tés  sont ce l l e s  d'au moins deux lipases ayant des propriétés 

moléculaires différentes  e t  propres à chacune d'entre-elles. Il  s ' a g i t  de 

l a  triglycéride-lipase hépatique (TGLH) de l a  lipoprotéine-lipase(L~L). 

Les ac t iv i tés  de ces enzymes ne sont pas mesurables dans l e  plasma norma- 

lement. En e f f e t ,  e l l e s  semblent bien l i é e s  à l'endothélium des vaisseaux e t  ne 

peuvent ê t r e  appréciées qu'après injection d'héparine, correspondant a ins i  aux 

ac t iv i tés  du "plasma pst-héparine". 

a )  La lipoprotéine l ipase (LPL) - 

Le foie ,  bien que s i t e  majeur de l 'épuration du cholestérol des LP Q73), 

n'intervient chez l'homme que pour 20 à 30 % de c e l l e  des t r iglycérides ,  l e  

res te  é tant  catabolisé dans des t i s s u s  extra-hépatiques(3g). 



Mais a v a n t  d  ' ê t r e  c a p t é s ,  l e s  t r i g l y c é r i d e s  p lasmat iques ,  t r a n s p o r t é s  

p r i n c i p a l e m e n t  p a r  l e s  chy lomicrons  e t  l e s  VLDL, s o n t  h y d r o l y s é s  pa r  1.a LPL e t  

l ' enzyme p r é s e n t e  une s t é r é o s p é c i f i c i t é  pour l e s  a c i d e s  g r a s  e n  p o s i t i o n  1 

( 2 5 6 ) .  

La LPL est une enzyme p r é s e n t e  dans  l e  muscle s q u e l e t t i q u e ,  l e  c o e u r  

l e s  g l a n d e s  mammaires ,  l e s  poumons,  l e s  t i s s u s  m y o c a r d i q u e  e t  s u r t o u t  ' 
ad ipeux  ( 2 8 7 ) ,  e t  son a c t i v i t é  d a n s  les t i s s u s  v a r i e  s e l o n  l e s  é t a t s  n u t r i t i o n -  

n e l s  e t  p h y s i o l o g i q u e s  ( l e  j e û n e  , 1 ' e x e r c i c e  p h y s i q u e ,  l a  g r o s s e s s e ,  l a  

l a c t a t i o n )  (318) .  E l l e  est l i b é r é e  t rès  rapidement  quand les organes  isolés s o n t  

p e r f u s é s  " i n  v i t r o "  avec d e s  s o l u t i o n s  c o n t e n a n t  d e  1 'hépar ine  ( 128) , c e  q u i  

prouve s a  l o c a l i s a t i o n  s u r  un s i t e  t i s s u l a i r e  immédiatement a c c e s s i b l e  d a n s  l a  

l u m i è r e  v a s c u l a i r e .  Son s i t e  normal d ' a c t i o n  e s t  l a  s u r f a c e  d e s  c a p i l l a i r e s  d e s  

c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  (287) . 
En f a i t ,  l 'enzyme e x i s t e r a i t  s o u s  deux formes,  e t  d e  nombreux t r a v a u x  s o n t  

e n  f a v e u r  d ' u n e  a u t r e  f o r m e  i n t r a c e l l u l a i r e  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  o r g a n e s .  

(20) 

Pour CUNNINGHAM e t  ROBINSON (91 ) , l a  forme i n s t a b l e  s e r a i t  à 1 ' e x t é r i e u r  

d e  l ' a d i p o c y t e ,  l a  forme s t a b l e  é t a n t  i n t r a c e l l u l a i r e .  C e l l e - c i  est c o n s i d é r é e  

pa r  a i l l e u r s  comme é t a n t  l e  p r é c u r s e u r  d e  l a  p r é c é d e n t e  ( 3 6 0 ) ,  e t  l o r s q u ' o n  

p a s s e  " i n  v ivo"  d e  l ' é t a t  à jeun à l ' é t a t  n o u r r i ,  l ' enzyme i n s t a b l e  a p p a r a î t  à 

l ' e x t é r i e u r  d e s  c e l l u l e s  a d i p e u s e s  a f i n  d e  r e m p l i r  son rôle phys io log ique .  Les  

t i s s u s  d i f f è r e n t  quan t  à l e u r  con tenu  e n  chacune d e s  formes,  e t  d a n s  l e  coeur  d e  

r a t  p a r  exemple, seuls 25 % d e  l ' a c t i v i t é  LPL t o t a l e  s o n t  l i b é r é s  p a r  l ' h é p a r i n e  

(129) .  

La f i x a t i o n  de  l 'enzyme aux membranes c e l l u l a i r e s  semble se f a i r e  p a r  

l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  g lycosaminoglycannes  s o u f r é s  (287) .  OLIVECRONA e t  c o l l . s u g g è -  

r e n t  q u e  l a  l i p a s e  e s t  a t t a c h é e  aux polymères p a r  d e s  i n t e r a c t i o n s  é l e c t r o s t a t i -  

q u e s ,  l a  longueur  d e  c e s  l i a i s o n s  pouvant  a l l e r  de' 20 à 50 nm, e t  que  l e  compo- 

s a n t  d é t e r m i n a n t  de  t o u s  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  est 1 ' a c i d e  L-iduronique (260) . 

A i n s i ,  l a  LPL d o i t  h y d r o l y s e r  l e s  t r i g l y c é r i d e s  s i t u é s  d a n s  l e  noyau 

d e s  chy lomicrons  e t  d e s  VLDL, e t  o n  ne  s a i t  p a s  e n c o r e  comment se f a i t  l ' i n t e r -  

a c t i o n  e n t r e  cette enzyme e t  s o n  s u b s t r a t .   activité phospho l ipas ique  d e  l a  LPL 

reconnue par  c e r t a i n s  a u t e u r s  (373) p o u r r a i t  p e u t - ê t r è  d a n s  ce c a s  ê t re  e n  c a u s e  

d a n s  un premier temps en h y d r o l y s a n t  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  d e  s u r f a c e  ( 3 7 4 ) .  



Lors d e  sa mise e n  i n c u b a t i o n  " i n  v i t r o "  avec  d e s  t r i g l y c é r i d e s ,  l ' a c t i -  

v i  :é d e  l a  LPI, dépend d e  l a  p résence  d ' u n  f a c t e u r  s é r i q u e  (203. C e t  a c t i v a t e u r  

FsiÀt ê t r e  a p p o r t é  p a r  d e s  HDL o u  d e s  VLDL , e t  en 1970 , XAVEL e t  coll .  1 ' o n t  

i d e n t i f i é  à 11,4po C - I I ,  une d e s  a p o p r o t é i n e s  d e  c e s  LP (172. Le mécanisme p r é c i s  

d e  cet te a c t i v a t i o n  n ' e s t  p a s  encore  b i e n  connu,  e t  l e  f a i t  que l a  LPL p u i s s e  

quand même h y d r o l y s e r  les t r i g l y c é r i d e s  e n  absence dlApo C-II ,  ma i s  à une 

v i t e s s e  beaucoup p l u s  f a i b l e ,  e x c l u t  un rôle d e  co-enzyme v r a i e  6 7 2 ) .  L e  t a u x  

d ' h y d r o l y s e  d e s  t r i g l y c é r i d e s  augmente e n  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Apo 

C - I I ,  il e s t  maximum p o u r  un r a p p o r t  m o l a i r e  enzyme/Apo C - I I  é g a l  à 1 / 1  

(22P 

Enf i n ,  KINNUNEN e t  c o l l .  (206) i d e n t i f i e n t  d a n s  l a  s é q u e n c e  d e  1 'Apo  

C - I I  t ro is  r é g i o n s  p e p t i d i q u e s  d i f f é r e n t e s  impl iquées  d a n s  l e  p r o c e s s u s  d ' a c t i -  

v a t i o n  : 

* une r é g i o n  C-terminale  formée d e  deux a c i d e s  g lu tamiques  (Glu) i n t e r a g i r a i t  d e  

f a ç o n  é l e c t r o s t a t i q u e  avec une a u t r e  r é g i o n ,  c h a r g é e  p o s i t i v e m e n t ,  de l a  LPL; 

* une seconde r é g i o n  c h a n g e r a i t  l a  s t r u c t u r e  de  l 'enzyme, provoquant  a i n s i  

une augmentat ion d e  l a  c a t a l y s e  enzymatique ; 

* une t r o i s i è m e  r é g i o n  e n  p o s i t i o n  N-terminale s e r a i t  impl iquée d a n s  l a  l i a i s o n  

avec  les l i p i d e s .  

L ' a c t i v a t i o n  de l a  LPL p a r  1 ' A p o  C - I I  est i n h i b é e  p a r  1 ' A p o  C- I I I  normale- 

ment p r é s e n t e  dans  les VLDL (360 ; ceci e x p l i q u e  pourquoi  l 'enzyme, e s s e n t i e l l e -  

ment a c t i v e  a u  p remie r  s t a d e  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  chylomicrons  e t  des VLDL, a  

s o n  a c t i v i t é  q u i  d iminue au f u r  e t  à mesure q u e  les molécu les  dev iennen t  p l u s  

p e t i t e s ,  ce t te  b a i s s e  c o r r e s p o n d a n t  à une d i m i n u t i o n  d u  r a p p o r t  A p o  C-II/Apo 

C-II I .  

b )  La t r i g l y c é r  i d e - l i p a s e  h é p a t i q u e  (TGLH) - 
A i n s i ,  même s i  c h e z  l 'homme u n e  g r a n d e  p a r t i e  d e s  t r i g l y c é r i d e s  des 

chylomicrons  e t  d e s  VLDL e s t  c a t a b o l i s é e  d a n s  un premier temps pa r  l a  LPL d a n s  

d e s  t i s s u s  e x t r a - h é p a t i q u e s ,  l a  d é g r a d a t i o n  totale par  l e  f o i e  d e s  p a r t i c u l e s  

r é s i d u e l l e s  (ou "remnantsn)  a i n s i  formées  réclame quand même un c e r t a i n  poten-  

t i e l  l y p o l y t i q u e  e t  f a i t  i n t e r v e n i r  l a  TGLH. 

Le mécanisme e x a c t  d e  l a  r é a c t i o n  n ' e s t  p a s  b i e n  connu,  mais il s e m b l e r a i t  

q u ' i l  y a i t  un c o n t a c t  d i r e c t  d e s  LP e t  d e s  m i c r o v i l l o s i t é s  d e  s u r f a c e  d e  

l ' h é p a t o c y t e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l ' e s p a c e  d e  Disse  (352. 

La TGLH e s t  l o c a l i s é e  s u r  l e s  membranes  p l a s m i q u e s  d e s  c e l l u l e s  d u  

f o i e ,  e t  l o r s  d ' i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  d ' h é p a r i n e ,  cet te enzyme est  l i b é r é e  

p l u s  v i t e  e t  e n  p l u s  g rande  q u a n t i t é  que  l a  LPL(85).  



3- LA LECITHINE-CHOLESTEROL-ACYL TRANSFERASE ( K A T )  - ................................................... 

La LCAT e s t  une enzyme synthétisée dans l e  foie.  Elle circule  dans l e  

plasma essentiellement l i é e  aux HDL, e t  catalyse l e  t ransfer t  d'un acide gras 

en position 2 de l a  phosphatidyl-choline (ou lécithine) à du cholestérol l ib re  

(144), induisant ainsi l a  formation de lysophosphatidyl-choline (ou lysoléci- 

thine) e t  d 'esters  de cholestérol riches en acides gras essent iels  qui sont l e s  

acides gras majeurs des lécithines. 

Certaines LP plasmatiques réagissent directement avec l'enzyme, e t  beau- 

coup de preuves expérimentales sont en faveur d'une réaction préférentielle de 

l a  LCAT sur l e s  HDL,  e t  p lus  précisément sur l e s  HDL3 (148) , plus p e t i t e s  

que l e s  HDL2. Des études effectuées "in vitro" e t  "in vivo" ont également 

montré que de "grosses" VLDL ont une réact ivi té  plus grande en présence de LCAT 

que l e s  mêmes LP mais plus pet i tes  (143. 

Cependant, bien que 1 'action directe  de l a  LCAT s 'exerce préférentielle- 

ment au niveau des HDL, l e s  substrats nécessaires à c e t t e  ac t iv i té  (lécithine 

e t  cholestérol) peuvent ê t r e  fournis par l e s  VLDL ou l e s  LDL, e t  lorsque l a  

réaction es t  terminée, l e  cholestérol e s t é r i f i é  ainsi obtenu e s t  rest i tué à ces 

deux LP de départ (169 . 
A i n s i ,  l e  f a i t  même de la  réaction LCAT es t  de synthétiser des es ters  

de cholestérol échangeables e t  de l a  lysocécithine : 

* chez l'homme, l a  demi-vie des e s t e r s  de cholestérol des HDL e s t  t r è s  diffé-  

rente de ce l le  de 1'Apo A-1, apoprotéine majeure de ces mêmes LP, ce  qui suggère 

une destinée différente ; l'incubation "in vitro" de LP de malades déficients 

en LCAT avec l'enzyme montrent en e f fe t  que 80  à 90 % des es ters  formés appa- 

raissent dans l e s  LP possédant de 1'Apo B (259) ; 

* l e  devenir métabolique de l a  lysolécithine e s t  relativement mal connu e t  

il semble que c e  composé s o i t  capté so i t  par l a  sérumalbumine circulante,  so i t  

par l e s  membranes cel lulaires .  WILLE e t  co l l .  (386) caractérisent d 'autre part 

par électrophorèse sur agarose une famille de LP t r è s  riche en lysolécithine, 

contenant en plus de l'albumine e t  de 1'Apo A-1 ; ce complexe appelé A-A-L par 

l e s  auteurs se  chargerait de l a  lysolécithine provenant de l a  réaction LCAT pour 

l a  transporter jusqu'aux t i s s u s  où e l l e  sera i t  réacylée. 

La réac t ion  LCAT e s t  fortement stimulée en présence d'Apo A - 1  (1-q. 
De plus, une ac t iv i té  optimale de l'enzyme es t  obtenue lorsque l e  rapport 

lécithine/cholestérol l ib re  e s t  au minimum égal à 3/1 (131). 

Les Apo C-1 e t  -D sont également des activateurs de l a  LCAT; par contre, 

1'Apo A-II inhibe l 'act ivat ion due à l a  présence d'Apo A-1 (395). 



G - LES QUATRE CLASSES MAJEURES DE LIPOPROTEINES : 

ORIGINE ET BIOSYNTHESEI STRUCTURE, DEGRADATION, ROLE 



1- LES CHYLOMICRONS - ------------------- 

a)  Synthèse des chylomicrons - 

Les graisses alimentaires, essentiellement sous forme de triglycérides, 

parvenant au duodénum, subissent une dégradation sous l 'action des enzymes 

du suc pancréatique (une lipase, des estérases, une phospholipase A ) ,  e t  en 

présence de l a  bi le  d'origine hépatique. I l  se forme des micelles composées 

d'acides b i l ia i res  e t  surtout d'acides gras (AG) e t  de monoglycérides (MG).  

Après incorporation dans l a  c e l l u l e  i n t e s t i n a l e ,  l e s  acides g ras  de 

longueur de chaîne inférieure ou égale à 12 atomes de carbone, passent dans l e  

sang de l a  veine porte où i l s  sont pris  en charge par l a  sérumalbumine à desti-  

nation du foie. Les autres rejoignent l e  "pooln intracel lulaire  qui comprend des 

acides gras issus de l a  captation des acides gras l ibres (AGL) circulants ou 

provenant d'une synthèse locale. Tous ces acides gras sont u t i l i sés  : 

* pour l a  synthèse de nouveaux triglycérides à .partir  des 2 MG (c 'est l a  voie 

majeure) ; 

* pour l a  synthèse de phospholipides par l a  voie classique du 3 phospho-glycérol 

issu de l a  glycolyse ; 

* pour l a  synthèse de cholestérol es tér i f ié  so i t  à part ir  du cholestérol issu 

de 1 'absorption intestinale,  so i t  à part ir  de cholestérol synthétisé "de novo" 

à par t i r  de l'acétyl-oenzyme-A (AcCoA) . 
Cholestérol e t  triglycérides s'associent aux phospholipides e t  aux Apo 

B synthétisées "in s i tu"  au niveau des ribosomes pour former des chylomicrons 

ensuite l ibérés dans l a  lymphe intestinale ; ces chylomicrons rejoignent enfin 

l a  circulation générale au niveau du canal thoracique. La synthèse dlApo B 

e s t  essentiel ls  pour l a  formation des chylomicrons, e t  ceux-ci sont absents 

dans l e s  plasmas de patients abêtalipoprotéiniques, maladie familiale caractéri- 

sée par un défaut de synthèse d'Apo B. 

La figure 4 ,  page41 résume l a  biosynthèse e t  l a  sécrétion des chylomicrons. 

b) Structure e t  composition des chylomicrons - 

En microscopie é lec t ronique,  l e s  chylomicrons apparaissent comme de 

t r è s  grosses sphères à surface l i sse ,  de diamètre 102 à 103nm. Ils ont une 
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densité inférieure à 0,95 g/ml e t  une masse comprise entre 0 , 4 .  109 e t  30. l o g  

daltons . 
Leur structure correspond à c e l l e  d'un noyau de triglycérides entouré 

de phospholipides (essentiellement de l éc i th ine ) ,  de cholestérol e t  d'apoprotéi- 

nes répart is  en couche monomoléculaire (299. 

Les compositions lipidique e t  protéique des chylomicrons varient selon 

leur origine, e t  l e s  particules natives isolées de l a  lymphe du canal thoracique 

cont iennent  p lus  de phospholipides e t  moins de p ro té ines  que c e l l e s  d u  

plasma (l10. 

Les lipides cons t i tu t i f s  des chylomicrons plasmatiques sont essent iel le-  

ment des triglycérides représentant 85 à 95 % de l a  masse lipidique to ta le ,  e t  5 

à 10  % e t  3 à 5 % de ce l le -c i  sont respectivement formés de phospholipides e t  

de cholestérol. 

Moins de 2 % de l a  composition des chylomicrons sont consti tués de protéi- 

nes. Comparés aux particules natives, l e s  chylomicrons plasmatiques contiennent 

moins d 'Apo A (A-1 e t  A-II) e t  plus d 'Apo C e t  E (303) (Tableau 7 page 43 ) . 

c )  ~égradat ion des chylomicrons - 

Ainsi, l e s  chylomicrons sécrétés par l ' i n t e s t i n  subissent d'importants 

changements dans l e  plasma avant d ' ê t r e  dégradés, acquérant notamment des Apo 

C e t  E t  e t  l ibérant  des Apo A. En e f f e t ,  de t r è s  nombreuses études effectuées 

chez l e  r a t  montrent que l ' i n t e s t in  produit des particules lipoprotéiques 

contenant des Apo B e t  A, mais dépourvues d'Apo C I  ce l les -c i  n 'étant ajoutées 

qu'après l a  synthèse des chylomicrons (389). 

Des travaux t r è s  récents  suggèrent que chez l'homme, l e s  Apo A - 1  e t  

A-II des chylomicrons de l a  lymphe qui représentent plus de 12 % des apoprotéi- 

nes totales ,  servent de précurseurs pour l e s  Apo A des HDL (303). 

Les Apo C I  par l ' intermédiaire de 1'Apo C - I I ,  jouent un rôle dans 

l 'activation de l a  LPL, enzyme-clef du catabolisme des LP riches en t r iglycéri-  

des, e t  donc des chylomicrons (172 . 
Quant à 1'Apo Er e l l e  pourrait servir  de signal pour l a  dernière étape 

d 'épuration des chylomicrons (286 . 
Les chylomicrons apparaissent en période post-prandiale chez l'homme 

e t  sont éliminés t r è s  rapidement : 

* l a  demi-vie de leurs  kriglycérides e s t  inférieure à 2 b  minutes ; 

* e t  en moins de 6 heures, i ls  disparaissent du plasma chez l e  su je t  normal. 



TABLEAU 7 

COClPOSITION CENTESI?.IALE EN AP9PROTEINES CHEZ L '  HOMME 

DES CHYLOMICRONS NATIFS ET PLASMATIQUES (305) 

:: i s o l é s  de l a  lymphe du canal thorac ique  

C 

APOPROTEINES 

Chylomicrons 
nat i fs: :  

ChylomicrOns 
p l  asmatiques 

B 

22,5 

5 - 20 

A- 1 

7 ,4 

t r aces  

A - I I  

4,2 

t races  

C -  1 

15,2 

15 

C - I I  

15,1 

15 

C - I I I  

35,6 

40 



L'é tape  c a t a b o l i q u e  p r i n c i p a l e  des chy lomicrons  e s t  une d é l i p i d a t i o n  

p a r  p e r t e  de  t r i g l y c é r i d e s  s o u s  l ' i n f l u e n c e  d 'un  système enzymatique r e p r é s e n t é  

p a r  l a  LPL e t  l o c a l i s é  au niveau d e  l ' e n d o t h é l i u m  des c a p i l l a i r e s  d e  t o u s  l e s  

t i s s u s  u t i l i s a t e u r s  d e  t r i g l y c é r i d e s .  Pour ê t r e  reconnus p a r  l ' enzyme,  ces 

chylomicrons  d o i v e n t  d ' a b o r d  r e c e v o i r  d e s  HDL un complément dlApo C e t  d'Apo 

C-II  e n  p a r t i c u l i e r  ; il s ' a g i t  en f a i t  d ' u n  échange,  e t  a p r è s  l ' h y d r o l y s e ,  c e s  

Apo C - I I  s o n t  r e p r i s e s  p a r  les  HDL s e r v a n t  a i n s i  d e  "nave t te" .  

Le mécanisme d e  f i x a t i o n  d e s  c h y l o m i c r o n s  s u r  l a  LPL n ' e s t  p a s  b i e n  

connu ,  e t  il s e m b l e r a i t  qu 'une l i a i s o n  s p é c i f i q u e  p r o t é i n e - p r o t é i n e  se forme 

e n t r e  1'Apo C-II  du s u b s t r a t  e t  l 'enzyme à l a  s u r f a c e  de l a  c e l l u l e  endothé- 

l i a l e  (341) . 
Il e s t  e n c o r e  p o s s i b l e  que l ' i n t e r a c t i o n  i n i t i a l e  d e s  chylomicrons  e t  

d e  l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  n e  met te  pas  e n  j e u  l a  LPL. En e f f e t ,  d e s  é t u d e s  " i n  

v i t r o n  montrent q u e  1 ' A p o  B e t  1'Apo E se l i e n t  à l ' h é p a r i n e  avec une grande 

a f f i n i t é  (59), e t  t r è s  probablement l a  f i x a t i o n  d e  l 'enzyme aux membranes s e  

f a i s a n t  par l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  glycosamino-glycannes s o u f r é s ,  on p e u t  penser 

a u s s i  qu'une l i a i s o n  é l e c t r o s t a t i q u e  s ' é t a b l i t  e n t r e  l e s  chy lomicrons  e t  l e s  

c h a î n e s  glycanniques .  

Quai q u ' i l  e n  soit ,  l o r s  d e  l ' h y d r o l y s e  d e s  t r i g l y c é r i d e s  d e s  chylomicrons  

p a r  l a  LPL, il y a l i b é r a t i o n  d ' a c i d e s  g r a s ,  de d i g l y c é r i d e s  e t  d e  g l y c é r o l .  

Les  d i g l y c é r i d e s  s o n t  i n c o r p o r é s ,  h y d r o l y s é s  e t  l e s  deux a c i d e s  g r a s  s o n t  

u t i l i s é s .  

Ains i  les a c i d e s  g r a s  l i b é r é s  s o u s  l ' a c t i o n  d e  l a  LPL peuvent  s u i v r e  t r o i s  

v o i e s  métabol iques  : 

* u t i l i s a t i o n  " i n  s i t u " ,  comme source  d ' é n e r g i e  pour l e s  muscles  s q u e l e t t i q u e s  

e t  l e  myocarde, ou  pour l a  syn thèse  d e s  t r i g l y c é r i d e s  du l a i t  pa r  l a  g lande 

mammaire ; 

* mise en  r é s e r v e  d a n s  l e  t i s s u  adipeux où l e s  t r i g l y c é r i d e s  s o n t  r e c o n s t i t u é s  

e n  p résence  d e  phospho-3-glycérol  ; 

* t r a n s p o r t  au  f o i e  a s s u r é  pa r  l a  sérumalbumine q u i  l e u r  c o n f è r e  l ' h y d r o s o l u -  

b i l i t é .  

Au n i v e a u  d u  c y t o s o l  d e  l ' h é p a t o c y t e ,  l es  AGL p e u v e n t  s o i t  p é n é t r e r  

d a n s  l e s  mi tochondr ies  e t  ê t r e  oxydés,  s o i t  ê t re  r é e s t é r i f i é s  e n  t r i g l y c é r i d e s .  

La f i g u r e  5, page 45 i l l u s t r e  l ' a c t i v a t i o n  e t  l e  r ô l e  d e  l a  LPL t i s s u l a i r e .  

p a r a l l è l e m e n t  à l a  p e r t e  d e  t r i g l y c é r i d e s ,  l e s  chylomicrons  s ' appauvr i s -  

s e n t  également e n  m a t é r i e l  d e  s u r f a c e  : 

* par  t r a n s f e r t  d e  c h o l e s t é r o l  l i b r e  e t  d'Apo C s u r  l e s  HDL ; 

* e t  par h y d r o l y s e  d e s  l é c i t h i n e s  en l y s o l é c i t h i n e s  q u i  se f i x e n t  s u r  l ' a l b u -  

mine e t /ou  l e s  membranes c e l l u l a i r e s .  C e t t e  h y d r o l y s e  f a i t  encore  i n t e r v e n i r  l a  

LPL q u i  possède une a c t i o n  phosphol ipas ique  A 1  (373). 
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La d é l i p i d a t i o n  p r o g r e s s i v e  d e s  chylomicrons  donne l i e u  à l a  fo rmat ion  

d a n s  l e  plasma d e  p a r t i c u l e s  r é s i d u e l l e s  ou "remnants" a p p a u v r i e s  e n  g l y c é r i -  

d e s ,  m a i s  p r o p o r t i o n n e l l e m e n t  e n r i c h i e s  e n  c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  e t  e n  

A p o  B. 

Le d e v e n i r  d e s  "remnants" chez  l'homme e s t  e n c o r e  r e l a t i v e m e n t  mal connu, 

e t  p l u s i e u r s  h y p o t h è s e s  s o n t  p o s s i b l e s  : 

* Les m o d i f i c a t i o n s  d e  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  a p o p r o t é i n e s  ( p e r t e  d'Apo C-II ,  

r a p p o r t  é l e v é  A p o  B/Apo C )  r endan t  l e s  "remnants" i n s e n s i b l e s  à l a  LPL e x t r a -  

h é p a t i q u e ,  f a v o r i s e r a i e n t  l e u r  f i x a t i o n  s u r  d e s  r é c e p t e u r s  c e l l u l a i r e s  s p é c i f  i- 

ques ,  e s s e n t i e l l e m e n t  au n iveau  d e s  h é p a t o c y t e s ,  o ù  i ls  s e r a i e n t  complétement 

d é g r a d é s  ou simplement à nouveau d é l i p i d é s  s o u s  l ' i n f l u e n c e  d e  l a  TGLH e t  d e  l a  

c h o l e s t é r o l e s t é r a s e  e t  t r a n s f o r m é s  a i n s i  e n  LDL (110) ; 

* l e  c h o l e s t é r o l  l i b r e  l i b é r é  d e s  chy lomicrons  e t  t r a n s f é r é  aux HDL p o u r r a i t  

s u b i r  l ' a c t i o n  d e  l a  LCAT e t  ê t r e  r e d i s t r i b u é  e n s u i t e  s o u s  forme d ' e s t e r s  

d e  c h o l e s t é r o l  a u x  a u t r e s  LP (VLDL, IDL, LDL) ( 1 4 7 ) .  En m ê m e  temps, il y a u r a i t  

un t r a n s f e r t  d e  1'Apo E d e s  s o u s - f r a c t i o n s  d e  HDL e n  contenant ,  aux VLDL e t  IDL 

e t  l e s  e s t e r s  s e r a i e n t  e n s u i t e  é l i m i n é s  p a r  un mécanisme h é p a t i q u e  dépendant d e  

l a  r e c o n n a i s s a n c e  d e  1 ' A p o  E pa r  d e s  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  ( f i g u r e  6,page4 7 ) . 

La f i g u r e  7 ,  page 48 i l l u s t r e  l e  métabolisme i n t r a v a s c u l a i r e  d e s  chylomi- 

c r o n s .  

d )  Rôle d e s  chylomicrons  - 

La f o n c t i o n  e s s e n t i e l l e  d e s  chy lomicrons  e s t  d e  t r a n s p o r t e r  aux niveaux 

d e s  sites u t i l i s a t e u r s  e t  d e  s tockage  l es  a c i d e s  g r a s  d ' o r i g i n e  exogène a b s o r b é s  

dans  l e s  p é r i o d e s  p o s t - p r a n d i a l e s .  

Les b e s o i n s  c a l o r i q u e s  é t a n t  r e l a t i v e m e n t  c o n s t a n t s  d u r a n t  t o u t  l e  j o u r ,  

l e s  c a l o r i e s  l i p i d i q u e s  e x c é d e n t a i r e s  q u i  e n t r e n t  d a n s  l a  c i r c u l a t i o n  a p r è s  

chaque repas  s o n t  t r a n s p o r t é e s  au n i v e a u  du t i s s u  ad ipeux ,  l i e u  d e  s t o c k a g e ,  

e t  s o n t  a i n s i  m i s e s  e n  é v i d e n c e  pour ê t r e  u t i l i s é e s  e n s u i t e  à d e s  f i n s  é n e r g é t i -  

ques  e n t r e  l e s  r e p a s  (les AGL a s s u r e n t  e n v i r o n  40 % d e s  b e s o i n s  é n e r g é t i q u e s  

chez  l'homme). 
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L0a biosynthès*-  Fies ~',,CIL c 'cc-- r~r ' :oe  ~ - s s e n t i e 1 1 ~ 7 i e n t  au n iveau  du f o i e ,  

et a c c e s s o i r e m i n t  de 1 ' i ? t e s k i n i  

La synthèse p i r  l ' i n t e s t i n  - . "  beaucoiip p l u ?  permanente que c e l l e  d e s  

~ h y l o m i c r o n s ,  i n t e r m i t t e n t e  e t  î '  i n t e ï v e n a n t  qu ' en  pér iode  n u t r i t i o n n e l l e .  

E l e  e s t  cependant  quan t i t a t ivemer i t  t r è s  i n f é r i e u r e  à c e l l e  du f o i e ,  e t  ne  

c e p r é s e n t e  que 1 0  % d e  l ' e n s e m b l e  des  VLDL d é v e r s é e s  d a n s  l e  sang.  

 élément majeur r é g u l a n t  l a  syn thèse  e t  l a  s é c r é t i o n  d e s  VLDL par 

1 ' hépa tocy te  e t  l ' e n t é r o c y t e  e s t  lLa q u a n t i t é  d ' a c i d e s  g r a s  d i s p o n i b l e s  l o c a l e -  

npn t  (d ' o r i g i n e  exoqène ou endogène) . 
Les l i p i d e s  c o n s t i t u t i f s  d e s  VSDL prov iennen t  e s s e n t i e l l e m e n t  du métabo- 

l i s m e  h é p a t i q u e  endogène. 

En e f f e t ,  l e  f o i e  s y n t h é t i s e  act ivement  d e  nombreux phosphol ip ides  e t  

d e s  t r i g l y c é r i d e s  à p a r t i r  du 3-phospho-glycérol e t  d  ' a c i d e s  g r a s  a c t i v é s  en 

acyl-coenzyme A. 

Les a c i d e s  g r a s  u t i l i s é s  peuvent a v o i r  une double  o r i g i n e ,  e t  p r o v e n i r  

s o i t  d ' u n e  synthèse "in s i t u "  à p a r t i r  de  l a  molécule  d 'acétyl-coenzyme A d ' o r i -  

g i n e  g luc  i d i q u e  ou l i p i d i q u e  , s o i t  d e  1 'hydro lyse  d e s  t r i g l y c é r i d e s  du t i s s u  

adipeux par  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n e  c a p t a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  c i r c u l a n t s ,  propor-  

t i o n n e l l e  au f l u x  sanguin  t r a v e r s a n t  l e  f o i e .  

Le 3-phospho-glycérol p r o v i e n t  s o i t  d 'une phosphory la t ion  du g l y c é r o l  

i s s u  d e  l ' h y d r o l y s e  d e s  t r i g l y c é r i d e s  du t i s s u  adipeux où  il n ' e s t  p a s  r é u t i l i -  

s a b l e  e f f i cacement ,  s o i t  d ' u n e  r é d u c t i o n  d e  l a  phospho-dihydroxyacétone i s s u e  

d e  l a  g l y c o l y s e  h é p a t i q u e .  

Le c h o l e s t é r o l  h é p a t i q u e  es t  e s s e n t i e l l e m e n t  s y n t h é t i s é  " d e  novo" à 

p a r t i r  d e  l l acé ty l%oenzyme A (90 % d e  l a  p roduc t ion  d e  t o u t  l ' o r g a n i s m e ) ,  mais  

il p e u t  également p r o v e n i r  d e  l ' i n t e s t i n ,  par  l a  c a p t a t i o n  d e s  "remnants" i s s u s  

du c a t a b o l i s m e  i n t r a v a s c u l a i r e  d e s  c!hylomicrons. 

Enf in ,  l e s  l é c i t h i n e s  s o n t  formées à p a r t i r  di1 3-phospho-glycérol e t  de  

l a  CDP-choline, pa r  l a  v o i e  d e s  d i g i y c é r i d e s .  

La f i g u r e  8,  p a g e 5 0  résume l a  b iosyn thèse  d e s  VLDL. 

Comme d a n s  l a  c e l l u l e  i n t e s t i n a l e ,  l e s  VLDL s e  f o r m e n t  t o u t  d ' a b o r d  

au niveau du r é t i c u l u m  endoplasmique,  l e s  r ibosomes s y n t h é t i s a n t  1'Apo B 

( f i g u r e  9, é t a p e  1 ,  page 5 2  ) .  Ces apopep t ides  p a s s e n t  e n s u i t e  d a n s  l a  lumière  
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du r é t i c u l u m  endoplasmique g ranu leux  ( é t a p e  2) . Les g l u c i d e s  s o n t  a j o u t é s  

( < t a p e  3 ) ,  e t  l ' o n  a b o u t i t  a i n s i  à L i  formiit ion d ' apog lycopep t ides  dans  l e  

r é t i c u l u m  endoplasmique l i s s e  e t  l . ' a p p a r e i l  de  Golgi .  I L  y  a  e n f i n  a d d i t i o n  

d e s  l i p i d e s ,  s o i t  e n  une s e u l e  6 t a ~ c  ( é t a p e  4 ) r  s o i t  s e l o n  un p r o c e s s u s  à 

pl i l s i eur  s temps ( é t a p e  4a)  , d a n s  l e q u e l  d  'abord les phosphol ip ides  e t  p e u t - ê t r e  

l e  c h o l e s t é r o l  s o n t  a j o u t é s  e t  seulement  e n s u i t e  l e  r e s t e  d e s  l i p i d e s  (239, 

363) .  

Les VLDL a i n s i  formées  s o n t  l i b 6 r é e s  à l ' e x t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  g r â c e  

à un système micro- tubu la i re .  Les LP n a t i v e s  a p p a r a i s s e n t  dans  l ' e s p a c e  d e  

Disse, p u i s  d a n s  l e  s i n u s o ï d e  hépa t ique  où e l les  e n t r e n t  e n  c o n t a c t  avec l e s  

HDL2, s ' e n r i c h i s s a n t  a i n s i  en  Apo C e t  E. 

L e s  Apo C n e  s o n t  p a s  o b l i g a t o i r e s  p o u r  l a  s y n t h è s e  o u  l a  s é c r é t i o n  

d e s  VLDL, e t  n e  jouen t  qu 'un r ô l e  mineur dans  l a  s t r u c t u r e  d e s  LP ; e l l e s  s o n t  

p a r  c o n t r e  i n d i s p e n s a b l e s  pour l ' a c t i o n  métabol ique d e  l a  LPL ( 1  11) .  Comme pour 

l e s  chy lomicrons ,  l a  s y n t h è s e  d'Apo B e s t  e s s e n t i e l l e  à c e l l e  d e s  VLDL (1  10) . 
Peu d e  c h o s e s  s o n t  connues  quan t  aux f a c t e u r s  d e  r é g u l a t i o n  d e  l a  s y n t h è s e  

d e s  VLDL. 

EISENBERG e t  c o l l .  (1  10) suggèren t  que l e  f a c t e u r  majeur dé te rminan t  l e  

t a u x  d e  t r i g l y c é r i d e s  d e s  VLDL est r e p r é s e n t é  pa r  l e s  a c i d e s  g r a s  à p a r t i r  

d e s q u e l s  s o n t  s y n t h é t i s é s  c e s  t r i g l y c é r i d e s .  

La s y n t h è s e  d e s  a p o p r o t é i n e s  p e u t  également jouer  un r ô l e  d a n s  c e t t e  

r é g u l a t i o n ,  e t  il e s t  i n t é r e s s a n t  d e  p r é c i s e r  à cet  égard ,  l ' e x i s t e n c e  d 'un  

"pool" préformé d ' a p o p r o t é i n e s  d a n s  l e s  c e l l u l e s  h é p a t i q u e s  : e n  e f f e t ,  c e r t a i n s  

a u t e u r s  montrent  une s é c r é t i o n  d e  VLDL malgré  l a  p e r f u s i o n  d e  c e t  o rgane  avec d e  

l a  cyc lohex imide  (110). I l  e s t  a l o r s  f o r t  p r o b a b l e  que l a  s y n t h è s e  d e s  apopro- 

t é i n e s  s o i t  l e  t o u t  premier  s t a d e  d e  l a  fo rmat ion  d e s  VLDL. 

b )  C o m ~ o s i t i o n  e t  s t r u c t u r e  d e s  VLDL - 

En microscopie  é l e c t r o n i q u e ,  l e s  VLDL a p p a r a i s s e n t  comme d e s  p a r t i c u l e s  

s p h é r i q u e s  a y a n t  un d i a m è t r e  d e  300 à 800A, e t  d e  r é c e n t s  t r avaux  mont ren t  

e n  o u t r e  l ' e x i s t e n c e  f r é q u e n t e  d c  p a r t i c u l e s  d e  d i a m è t r e  100 à 250 A, e t  

rrême d a n s  c e r t a i n s  c a s  i n f é r i e u r  à 100 A (1  61) . C e s  LP o n t  une masse molécu- 

l a i r e  comprise  e n t r e  5 e t  100 m i l l i o n s  d e  d a l t o n s ,  e t  possèden t  en u l t r a c e n t r i -  

f u g a t i o n  a n a l y t i q u e  un Sf do 20 à 400. Leur d e n s i t é  est i n f é r i e u r e  à 1,006g/ml. 

11 s ' a g i t  donc d 'une c l a s s e  t rès  hé té rogène ,  e t  récemment 7 s o u s - f r a c t i o n s  

d e  VLDL o n t  é t é  d é c r i t e s  e n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  z o n a l e  (269) .  
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DIFFERENTES ETAPES DE LA SYNTHESE DES VLDL 



Les compositions lipidique e t  protéique de chacune d'entre-elles varient 

e t  on ne peut indiquer qu'une composition moyenne des VLDL : 90 % de l a  masse 

des molécules sont constitués par des l ipides,  répar t i s  en triglycérides ( 6 0  

à 70 %) , phospholipides e t  cholestérol (10  à 15 % )  . Le rapport cholestérol 

libre/cholestérol e s t é r i f i é  e s t  voisin de 1 0  ; 80 % des phospholipides sont 

des glycérophospholipides, essentiellement de l a  léci thine,  e t  l e  reste e s t  

constitué de sphingomyéline. 

Des changements p rogress i f s  in te rv iennent  au fu r  e t  à mesure que l e s  

VLDL deviennent plus denses e t  plus pe t i tes  : l a  masse to ta le  des triglycérides 

diminue, l e s  valeurs relatives des phospholipides e t  du cholestérol augmentent, 

e t  l e s  rapports cholestérol l ibre/cholestérol é s t é r i f i e  e t  lécithine/sphingomyé- 

l ine  décroissent. 

La composition en apoprotéines e s t  également variable, e t  une particule 

"moyennen de VLDL contient 40 % d'Apo B I  50 % dlApo C I  e t  10  à 15 % d'autres 

protéines parmi lesquelles essentiellement de 1'Apo E. Comparativement à des 

grosses molécules, certains auteurs montrent par des études métaboliques que l e s  

pe t i tes  particules sont plus riches en Apo E (216). D'autre par t ,  KANE e t  c o l l .  

(20l)ut i l isant  une technique de précipitation par l a  tétraméthylurée (TMU) qui 

différencie l e s  protéines insolubles (Apo B) des protéines solubles (Apo C + E ) ,  

étudient l e s  variations des ces  apoprotéines en fonction de l a  t a i l l e  des VLDL. 

I l s  trouvent a insi  que l a  masse dlApo B e s t  proportionnelle à l a  densité, e t  que 

l e  rapport Apo E/Apo B décroît moins v i t e  que l e  rapport Apo C/Apo B. 

La figure 10,  page 54 représente l e s  variations des l ip ides  e t  des apopro- 

téines dans l e s  particules de VLDL en fonction de leur masse moléculaire. Elle 

e s t  adaptée des travaux de PATSCH e t  c o l l .  (269) e t  confirme ceux de EISENBERG 

(112 ) dans lesquels l 'auteur observe qu'une diminution de 50 % du poids molécu- 

l a i r e  moyen des VLDL s'accompagne d'une baisse de 60 % des triglycérides,  40 % 

des es te rs  de cholestérol,  40 % des Apo C e t  30 e t  40 % du cholestérol l i b r e  e t  

des phospholipides respectivement, mais que l e  taux absolu dlApo B reste  tou- 

jours constant. 

La structure des VLDL répond parfaitement au modèle général des LP dans 

lequel un noyau central  renferme l e s  constituants apolaires (triglycérides 

e t  e s t e r s  de c h o l e s t é r o l ) ,  e t  une c o q u i l l e  externe d ' épa i s seu r  environ 2 0  

À contient l e s  composés polaires e t  amphipathiques (apoprotéines, phospholi- 

pides e t  cholestérol l ib re)  (307). D'après certains auteurs, quelques molécules 

de c h o l e s t é r o l  l i b r e  peuvent également ê t r e  d i s s o u t e s  au coeur de l a  

particule (295). 
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L I P I D E S  ET APOPROTEINES DES VLDL DE MASSES MOLECULAIRES VARIABLES 



c l  ~éaradat ion  des VLDL - 

Les VLDL représentent l a  forme de transport majeure des triglycérides 

piasmatiques. Elles sont rapidement e t  entièrement métabolisées, e t  leur demi- 

vie e s t  de l 'o rdre  de 2 à 4 heures. Ce catabolisme f a i t  intervenir l e s  mêmes 

enzymes que c e l l e s  qui sont nécessaires à l a  dégradation des chylomicrons : LPL 

e t  LCAT. 

La LPL hydrolyse l e s  tr iglycérides des VLDL, mais en f a i t ,  l ' in teract ion 

d'une molécule de VLDL d'une part  e t  d'une molécule d'enzyme d'autre part ,  

ne résul te  qu'en une hydrolyse pa r t i e l l e  des triglycérides,  e t  ce  n 'est  qu'après 

une sér ie  d  ' interactions en des s i t e s  multiples que des par t icules  de Sf infé- 

rieur à 20 e t  de densité supérieure à 1,006 sont formées. 

Parallèlement à l a  perte de triglycérides,  d  'autres composants des VLDL 

sont échangés, transformés ou hydrolysés. Ceci aboutit à des molécules encore 

relativement riches en triglycérides,  pouvant encore ê t r e  dégradées e t  corres- 

pondant aux IDL. Celles-ci seront transformées en LDL par un second processus. 

Les IDL sont mal caractérisées chez l'homme. 

"In vivo", l e s  LP "pst-lypolyse" accumulées ont un Sf compris entre 

1 2  e t  60, e t  seulement environ un t i e r s  d'entre-elles sont l e s  IDL. Elles 

contiennent deux fo i s  plus d'Apo B que dlApo C I  e t  l a  répart i t ion pondérale de 

leurs composants e s t  l a  suivante : 15 % de protéines, 7 % de cholestérol, 2 2  à 

26 % d 'es te rs  de cholestérol,  17 % de phospholipides e t  35 à 39 % de t r iglycéri-  

des ( 1 1 1 ) .  En outre, FELLIN e t  c o l l .  (125) mettent en évidence l 'hétérogénéité 

des IDL humaines qui se  subdivisent en deux populations différentes  quant à leur 

contenu dlApo B. 

A i n s i  l e  catabolisme des VLDL e s t  un processus de délipidation en chaîne 

dont l 'é tape f ina le  résulte en l a  formation de LDL, e t  à tout  moment dans l e  

plasma on trouve des VLDL nouvellement synthétisées e t  des particules par t ie l -  

lement hydrolysées parmi lesquelles des IDL (figure 11,  page 5 6 ) .  

De t r è s  nombreuses études mettent en évidence des relat ions précurseur- 

produit entre  l e s  tr iglycérides ou l e  cholestérol des VLDL e t  des LDL ( 1  12)  , 
e t  entre 1'Apo B des VLDL, IDL e t  LDL (336). La perte progressive des triglycé- 

rides s'accompagne d 'un enrichissement r e l a t i f  en es te rs  de cholestérol,  e t  de 

remaniements structuraux importants. 

En f a i t ,  l e s  mécanismes impliqués dans l a  dégradation des VLDL ont é t é  

beaucoup mieux compr is après avoir étudié l e  métabolisme de leurs  apoprotéines. 
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Lors d e  t r avaux  menés " i n  v ivo"  chez  l'homme, d i v e r s  a u t e u r s  (110) u t i l i -  

s e r i t  d e s  \%DL marquées 2 l ' i o d e  125 e t  r e p & r e n t  a i n s i  les a p o p r o t é i n e s  (à 

l ' e x c e p t i o n  de  1'Apo C-II q u i  ne  c o n t i e n t  pas  d e  t y r o s i n e ) .  I l s  o b s e r v e n t  

q u ' a p r è s  l ' i n j e c t i o n  d e  t e l l e s  VLDL, au bout d e  6  h e u r e s ,  l a  t o t a l i t é  d e  1'Apo B 

s e  r e t r o u v e  d a n s  une f r a c t i o n  d e  d e n s i t é  compr i se  e n t r e  1,006 e t  1,019 g/ml, 

c o r r e s p o n d a n t  à c e l l e  d e s  IDL. Après 2 4  h e u r e s ,  ces m ê m e s  Apo B s o n t  t r a n s f é r é e s  

e n  t o t a l i t é  s u r  l e s  LDL d e  d e n s i t é  comprise  e n t r e  1,019 e t  1,063 g/ml. Quant à 

l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  a u x  Apo C ,  e l l e  s e  r é p a r t i t  e n t r e  l e s  VLDL e t  l e s  

HDL. 

La convers ion  métabol ique d e s  VLDL e n  LDL s ' e f f e c t u e  donc e n  deux é t a p e s :  

* une première  é t a p e  r a p i d e ,  s e n s i b l e  à l ' i n j e c t i o n  d ' h é p a r i n e  e t  donc dépen- 

d a n t e  d e  l a  LPL, a b o u t i t  aux IDL r i c h e s  e n  Apo B e t  pauvres  e n  Apo C ; 

* une seconde é t a p e ,  p l u s  l e n t e ,  non a f f e c t é e  par  l ' h é p a r i n e ,  a b o u t i t  aux LDL 

dépourvues  d'Apo C e t  t r è s  r i c h e s  e n  Apo B (111) .  

L' importance d e  l a  TGLH d a n s  c e  p r o c e s s u s  e s t  encore  inconnue mais il 

semble cependant  que l 'enzyme i n t e r v i e n n e .  

Les g r o s s e s  p a r t i c u l e s  d e  VLDL r i c h e s  e n  Apo C s o n t  m é t a b o l i s é e s  p r é f é r e n -  

t i e l l e m e n t  pa r  l e s  l i p a s e s  d e s  t i s s u s  e x t r a - h é p a t i q u e s  a c t i v é e s  p a r  1'Apo C - I I ,  

e t  au f u r  e t  à mesure q u ' e l l e s  dev iennen t  p l u s  p e t i t e s ,  l a  c o n t r i b u t i o n  d e  

l 'enzyme h é p a t i q u e  augmente. Selon c e t t e  hypothèse ,  l a  TGLH s e r a i t  l 'enzyme 

prépondéran te  d e  l ' h y d r o l y s e  d e s  t r i g l y c é r i d e s  d e s  LP a u  s t a d e  dlIDL. 

S i  l ' o n  se r é f è r e  à l a  f i g u r e  10,  p a g e  5 4 ,  o n  o b s e r v e  q u e  l e s  VLDL, 

IDL, LDL possèden t  t o u t e s  l e  même nombre d e  molécules  d'Apo B. A i n s i ,  une 

s e u l e  p a r t i c u l e  est formée à p a r t i r  d e  son p r é c u r s e u r  s a n s  q u ' i l  y a i t  s c i s s i o n  

ou f u s i o n  l o r s  du p r o c e s s u s  d e  d é l i p i d a t i o n .  

Lors d e  l ' h y d r o l y s e  d e s  t r i g l y c é r i d e s ,  les molécules  d'Apo C q u i t t e n t  

progress ivement  l e s  VLDL (116) .  On l e s  r e t r o u v e  dans  l e  plasma a s s o c i é e s  aux HDL 

(171) q u i  les c è d e n t  à nouveau aux VLDL nouvel lement  s y n t h é t i s é e s  e n t r a n t  dans  

l a  c i r c u l a t i o n  (114). La d i s t r i b u t i o n  d e s  Apo C e n t r e  l e s  VLDL e t  l e s  HDL s ' e f -  

f e c t u e  s e l o n  deux mécanismes : un échange e t  un t r a n s f e r t .  

 étude " i n  v i t r o "  du premier  mécanisme montre q u ' à  l ' é q u i l i b r e  l a  r é p a r -  

t i t i o n  d e s  Apo C e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  deux LP dans  l e  

m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  e t  q u e  t o u t e s  les  molécules  s o n t  échangeab les  (113) .  Les Apo 

C s ' échangen t  e n t r e  l e s  LP s o u s  une forme d é l i p i d é e ,  ou  a s s o c i é e s  seulement  

à q u e l q u e s  phosphol ip ides .  



Le second mécanisme m i s  en jeu e s t  un t ransfer t  des Apo C des VLDL sur 

l e s  HDL. Celui-ci n 'a l ieu  qu'après l'hydrolyse des triglycérides,  e t  il e s t  

proportionnel au degré de l a  lipolyse ( 1 1 6 ) .  

On a  ainsi pu suggérer que l e s  HDL participaient indirectement au trans- 

port  des triglycérides,  puisqu'elles servent de réservoirs de ces importantes 

molécules physiologiques que sont l e s  Apo C. I l  faut cependant remarquer que l a  

lipolyse des VLDL intervient quand même "in vitro" dans des systèmes dépourvus 

de plasma e t  que l e  taux de disparit ion des Apo C e s t  proportionnel à celu i  de 

1 'hydrolyse des triglycérides,  l a  présence dans l e  milieu réactionnel d 'albumine 

véhiculant l e s  AG étant alors indispensable ( 169) . 
Le mécanisme de ce t t e  dissociation des molécules d0Apo C n 'est  pas encore 

bien connu ; de même, on ignore encore l e  type de l ia ison qui pourrait exister 

entre  l e s  Apo C e t  l e s  triglycérides du noyau des VLDL. 

Quoi u ' i l  en so i t ,  l e s  phospholipides étant probablement l e s  premières 'e 
molécules de l ipides à se l i e r  aux apoprotéines l o r s  de l a  synthèse des LP 

( f i g u r e  9 ,  page 52 ) , e t  l a  LPL possédant un a c t i v i t é  phospholipasique A 

(373) , il se pour r a i t  que 1 'hydrolyse e t  1 'élimination des phospholipides des 

VLDL provoquent l a  l ibération des Apo C. 

En f a i t ,  ce  problème e s t  beaucoup plus complexe, e t  des auteurs montrent 

que l'hydrolyse des triglycérides par une autre l ipase dépourvue d 'ac t iv i té  

phospholipasique (lipase sal ivaire)  ne s'accompagne pas du départ des Apo C des 

VLDL (115). 

Le métabolisme de 1'Apo E e s t  moins bien connu, cependant des VLDL ayant 

perdu 80 % de leurs  triglycérides contiennent encore 70 % des molécules d'Apo 

E de départ ( 1  16) , e t  s i  1 'on admet que l e s  Apo B, C e t  E sont également répar- 

t i e s  parmi toutes l e s  particules de VLDL, il semble alors  que 1'Apo E, comme 

1'Apo B I  reste associée au noyau résiduel des LP. Mais comme il n'y a  que t r è s  

peu d8Apo E dans l e s  LDL, c e t t e  apoprotéine pourrait se  dissocier des VLDL, ou 

plus probablement des IDL, à un stade fo r t  avancé de l a  délipidation. 

Le devenir des a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  de su r face  des VLDL ( cho les t é ro l  

l i b r e  e t  phospholipides) r e f l è t e  un phénomène intrinsèque de l a  lipolyse qui ne 

dépend pas d'accepteurs lipoprotéiques, e t  qui f a i t  intervenir l a  X A T  des HDL: 

* l e  cholestérol l ibre  e s t  en majeure part ie  transféré sur l e s  HDL, substrat 

préférentiel  de l a  LCAT qui assure alors son es tér i f ica t ion ,  e t  l e s  es ters  

de cholestérol formés se retrouvent dans l e s  LP possédant de 1'Apo B I  établis- 

sant a insi  un échange entre l e s  VLDL e t  l e s  HDL ( 1  1 2 ) .  Des études "in vivo" 



mont ren t  e n  e f f e t  qu 'une  hydro lyse  b r u t a l e  d e s  t r i g l y c é r i d e s  provoquée p a r  

1 ' i n j e c t i o n  d 'kieparine r é s u l t e  e n  une augmentat ion d u  t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  d e s  

HDL d a n s  l e  p l a s m a ,  e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  d e s  HDL2 ( 2 1 3 ) .  D e  p l u s ,  il 

semble que  l ' é l i m i n a t i o n  du c h o l e s t é r o l  l i b r e  l o r s  du p r o c e s s u s  l i p o l y t i q u e  so i t  

f o n c t i o n  d e  l a  t a i l l e  d e s  VLDL ( 1 1 4 ) .  

* Quant aux p h o s p h o l i p i d e s ,  90 % de l a  l é c i t h i n e  e t  60 % d e  l a  sphingomyél ine  

d e s  VLDL s o n t  é l i m i n é s  l o r s  d e l ' h y d r o l y s e  quas i -complè te  d e s  t r i g l y c é r i d e s  ( 1 1 4 ) .  

Environ 30 à 50 % d e  c e t t e  l é c i t h i n e  s e  t r a n s f o r m e n t  e n  l y s o l é c i t h i n e  s o u s  

l ' a c t i o n  d e  l a  LCAT e t  d e s  HDL ; l e  r e s t e  e s t  é l i m i n é  s o u s  une forme non hydro- 

l y s é e  r e t r o u v é e  au  n i v e a u  d e s  HDL. La l y s o l é c i t h i n e  se f i x e  à l ' a l b u m i n e  (1 17) . 
I l  y  a  donc au c o u r s  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  VLDL un t r a n s f e r t  c o n t i n u  

dlApo C, d e  p h o s p h o l i p i d e s  e t  d e  c h o l e s t é r o l  v e r s  l e s  HDL. 

On a  montré d ' a u t r e  p a r t  récemment que l a  s o u r c e  majeure  d e s  a p o p r o t é i n e s  

d e s  HDL (Apo A-1 e t  A - I I )  e s t  e n  f a i t  les  LP r i c h e s  e n  t r i g l y c é r i d e s  d ' o r i g i n e  

i n t e s t i n a l e  (304) . 
D e  p l u s ,  " i n  v i t r o " ,  d a n s  d e s  sys tèmes dépourvus  d e  plasma, l a  ma jeure  

p a r t i e  d e s  c o n s t i t u a n t s  d e  s u r f a c e  d e s  VLDL é l i m i n é s  l o r s  d e  l a  l i p o l y s e ,  

se r e t r o u v e n t  dans  une zone d e  d e n s i t é s  c o m p r i s e s  e n t r e  1,040 e t  1 ,210 g/ml, 

e t  l o r s q u ' o n  é t u d i e  les p a r t i c u l e s  d e  c e t t e  f r a c t i o n  en mic roscop ie  é l e c t r o n i -  

que ,  o n  o b s e r v e  d e s  s t r u c t u r e s  e n  d i s q u e s  t r è s  semblab les  à celles d e s  HDL 

n a i s s a n t e s  isolées d e  p e r f u s a t s  d e  f o i e  d e  r a t  (167) ou d e  lymphe i n t e s t i -  

n a l e  ( 160) . 
Le p r o c e s s u s  d e  d é g r a d a t i o n  d e s  VLDL p e u t  a i n s i  c o n s i t u e r  une s o u r c e  

d e  HDL c i r c u l a n t e s  q u i  s e r a i e n t  e n  f a i t  d e s  p r o d u i t s  du métabolisme d e s  c o n s t i -  

t u a n t s  d e  s u r f a c e  d e s  chy lomicrons  e t  d e s  VLDL t r a n s f o r m é s  e n s u i t e  e n  HDL s o u s  

l ' a c t i o n  d e  l a  LCAT par  1'Apo A-1 d e s  HDL c i r c u l a n t e s  ( 3 9 1 ) .  

L e s  HDL r e p r é s e n t e r a i e n t  e n  que lque  s o r t e  d e s  "remnants d e  s u r  f a c e "  t a n d i s  

que  l e s  LDL c o r r e s p o n d r a i e n t  aux "remnants" du noyau d e s  VLDL. C e t t e  t h é o r i e  

s e r a i t  p a r  a i l l e u r s  en a c c o r d  avec  l e s  r e l a t i o n s  i n v e r s e s  q u i  e x i s t e n t  e n t r e  l e s  

t a u x  d e  VLDL e t  d e  HDL ( 2 5 1 ) ,  e t  e n t r e  l ' é p u r a t i o n  d e s  t r i g l y c é r i d e s  a p p r é c i é e  

p a r  l ' a c t i v i t é  LPL e t  les  HDL (254) .  

La f i g u r e  12, page  60 résume l e  métabol isme i n t r a v a s c u l a i r e  d e s  VLDL. 

d l  ~ Ô l e  d e s  VLDL c h e z  1 'homme - 

La f o n c t i o n  p r i n c i p a l e  d e s  VLDL e s t  d  ' a s s u r e r  aux t i s s u s  u t i l i s a t e u r s  

r i c h e s  e n  I,PL l ' a p p o r t  d ' a c i d e s  g r a s  d ' o r i g i n e  d i t e  "endogène" d a n s  l es  p é r i o d e s  

p o s t - a b s o r p t i v e s  à d i s t a n c e  d e s  r e p a s .  



VLDL : very low density lipoproteins LPL : 1 ipoprotéine-1 ipaâe 

IDL : intermediary density lipoproteins AG : acides gras 
LDL : low densitylipoproteins TG : triglycérides 
HDL : high densi ty 1 ipoproteins CH : ch01 estérol 

Figure 12 
- 

METABOLISME INTRAVASCULAIRE DES VLDL 



3- LES LDL - ---------- 

a )  O r i g i q e  d e s  LDL - ---- 

J u s q u ' à  m a i n t e n a n t ,  l ' h y p o t h è s e  s e l o n  l a q u e l l e  t o u t e s  l e s  m o l é c u l e s  

d e  LDL d é r i v e n t  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  VLDL pa r  une s é r i e  d e  d é l i p i d a t i o n s  e s t  

t r è s  largement  admise , e t  beaucoup d e  r é s u l t a t s  expérimentaux s o n t  e n  faveur  d e  

ce t t e  o r i g i n e  (pa r  exemple,  l e  t a u x  moyen d'Apo B d 'une  p a r t i c u l e  d e  VLDL e s t  

é g a l  à c e l u i  d 'une molécule  d e  LDL (112 ) . 
Alors  que pour l a  p l u p a r t  d e s  a u t e u r s ,  il n ' y  a aucune s é c r é t i o n  d i r e c t e  

h é p a t i q u e  ou i n t e s t i n a l e  d e  LDL, FELTS e t  ITAKURA (126) s u g g è r e n t  une p a r t i c i p a -  

t i o n  du f o i e  d a n s  l a  d e r n i è r e  é t a p e  d e  c o n v e r s i o n  d e s  VLDL e n  LDL s e l o n  l a q u e l l e  

l e s  " p e t i t e s "  VLDL, p resque  t o t a l e m e n t  h y d r o l y s é e s ,  ou les IDL, s e r a i e n t  c a p t é e s  

p a r  l e s  h é p a t o c y t e s ,  t r a n s f o r m é e s ,  e t  l i b é r é e s  e n f i n  s o u s  forme d e  LDL. Le 

rôle d e  l a  TGLH à c e  n iveau  r e s t e  e n c o r e  à p r é c i s e r .  

I l  e s t  p a r  a i l l e u r s  t o u t  à f a i t  é v i d e n t  qu 'une  s é c r é t i o n  t r è s  s i g n i f i c a -  

t i v e  d e  LDL s y n t h é t i s é e  "de  novo" i n t e r v i e n t  c h e z  d e s  malades a t t e i n t s  d 'hyper-  

c h o l e s t é r o l é m i e  f a m i l i a l e  (271) ou c h e z  c e r t a i n e s  e s p è c e s  a n i m a l e s  ( s i n g e ,  r a t ,  

porc) (185 ) .  A i n s i ,  l a  s é c r é t i o n  d i r e c t e  de  LDL s e r a i t  un p r o c e s s u s  normal, 

d ' impor tance  v a r i a b l e  s e l o n  l e s  e s p è c e s  e t  d a n s  c e r t a i n s  é t a t s  pa tho log iques .  

Mais c e c i  e s t  e n c o r e  t r è s  obscur  e t  l a  m a j o r i t é  d e s  t r a v a u x  i n d i q u e  que 

l a  q u a s i  t o t a l i t é  d e  1 ' A p o  B d e s  LDL d é r i v e  d ' u n e  b i o s y n t h è s e  h é p a t i q u e  p a r  l e  

b i a i s  d e s  VLDL. Une p e t i t e  q u a n t i t é  p r o v i e n t  e n  o u t r e  chaque j o u r  d e s  chylomi- 

c r o n s  e t  d e s  VLDL d ' o r i g i n e  i n t e s t i n a l e .  

b )  Composit ion e t  s t r u c t u r e  d e s  LDL - 

Les LDL s o n t  d é f i n i e s  d i f féremment  p a r  les a u t e u r s  (355) : 

* pour c e r t a i n s ,  e l l e s  r e p r é s e n t e n t  l a  f r a c t i o n  de  LP d e  d e n s i t é s  compr i ses  

e n t r e  1,006 e t  1 ,063  g/ml ; 

* pour d ' a u t r e s ,  l a  f r a c t i o n  isolée e n t r e  1,006 e t  1,019 c o r r e s p o n d  aux IDL, 

ou e n c o r e  à une s o u s - c l a s s e  a p p e l é e  LDLl p o s s é d a n t ,  o u t r e  d e  1'Apo BI d e s  Apo 

C e t  E, e t  s e u l e s  l e s  LP d e  d e n s i t é  1,019 à 1,063 r e p r é s e n t e n t  l e s  LDL (ou 

LDL2) ne  c o n t e n a n t  que  d e  1 ' A p o  B e t  q u e l q u e s  t r a c e s  dlApo C. 

L e s  LDL2, c h e z  l 'homme,  s o n t  d e s  m o l é c u l e s  s p h é r i q u e s  d e  d i a m è t r e  

170 - 250 À e t  d e  masse m o l é c u l a i r e  1,8.106 - 4.106 d a l t o n s .  E l l e s  o n t  

un Sf d e  O à 12 e n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e .  



Environ 45 % de leur masse sont formés de cholestérol,  25 % de protéines, 

2 0  à 30 % de phospholipides ( l é c i t h i n e  essent iel lement  e t  sphingomyél i n e )  

e t  5 à 1 0  % de triglycérides. Les rapports cholestérol estérifié/cholestérol 

l ib re  e t  lécithine/sphingomyéline sont respectivement d'environ 4,O e t  2,O. 

9 5  % des pro té ines  sont  des  apoprotéines B I  e t  comme pour l e s  VLDL, 

l e  nombre de molécules dgApo B e s t  identique quelle que s o i t  l a  t a i l l e  des 

particules. 

Deux sous-f r ac t ions  de LDL de composition pept idique d i f f  é ren te  ont  

récemment été  obtenues par chromatographie sur colonne de DEAE agarose (293 , e t  

l e s  LDL éluées à faible concentration contiennent relativement moins d'Apo non-B 

(Apo C e t  A - 1 )  que ce l les  qui sont gluées à forte concentration. 

Le modèle structural des LDL l e  plus souvent admis e s t  l e  même que ce lu i  

des autres LP : par un noyau cent ra l  de l ipides apolaires (cholestérol e s t é r i f i é  

e t  tr iglycérides) entouré d'une coquille polaire formée de protéines e t  de 

phospholipides (355) . 

La configuration de 1'Apo B des LDL natives n'est  pas bien connue, e t  

de t r è s  nombreuses structures en sous-unités sont proposées dans l a  l i t t é r a tu re  

(355). En f a i t ,  ces  LP sont t r è s  diff  ic i l e s  à étudier, compte tenu des propriétés 

d ' insolubi l i té  qui caractérisent leur apoprotéine majeure, 1'Apo B. 

c )  Déaradation des LDL - 

Les LDL du plasma humain renferment l e s  2/3 du cholestérol t o t a l ,  dont 

l e s  3/4 sont e s t é r i f i é s  par un acides gras à longue chaîne de préférence 

insaturé. 

En période de cro issance ,  l 'organisme u t i l i s e  du c h o l e s t é r o l ,  e t  l a  

synthèse de nouvelles membranes par l e s  cel lules  réclame du cholestérol l ib re .  

Cette synthèse de cholestérol intervient dans de t r è s  nombreux t i s s u s ,  mais 

n 'est  quantitativement importante que dans l a  muqueuse intest inale  e t  surtout 

dans l e  foie où e l l e  e s t  soumise à une régulation. L'importance de l a  synthèse 

extra-hépatique e s t  mal connue, e t  nous verrons que t r è s  vraisemblablement, 

e l l e  dépend de l a  suppression, par l e s  LDL, de l a  synthèse endogène de cholesté- 

ro l  (154) . Chez 1 'adulte, tout l e  cholestérol déposé dans l e s  tissus périphéri- 

ques, doit  par a i l leurs  retourner au foie ,  seul organe capable de l e  métaboliser 

en acides b i l i a i r e s  e t  de l 'excréter  dans l a  b i l e  (exception f a i t e  pour l e  

cortex surrénalien e t  l e s  gonades qui peuvent également en sécréter un peu). 



Les travaux de SNIDERMAN e t  c o l l .  (342) montrent que chez l'homme, 

ceir taines LP dt? densités comprises entre 1 , O  19 e t  1,003 g/cm3 contribuent 

au retour du cholestérol au foie ,  c e t  organe étant a lors  capable de capter 

e t  cataboliser l e s  LDL. 

Cependant, d 'autres auteurs (73, 342) , pratiquant des hépatec tomies chez 

l'animal af i n  d'étudier 1 'épuration plasmatique de LDL marquées à 1 'iode 125, 

n'obtiennent pas de diminution de l a  vitesse d'épuration des LP, e t  notent 

au contraire une accélération du processus. Le foie n 'es t  donc pas indispen- 

sable à l a  dégradation des LDL q u ' i l  semble même s tab i l i ser .  

Plusieurs travaux (355) mettent par a i l leurs  en évidence une dégradation 

t r è s  rapide de LDL marquées par des cul tures  t i ssu la i res  de ce l lu l e s  d 'aorte de 

porc ou de fibroblastes humains. 

Enf i n ,  dans leurs  nombreux travaux, GOLDSTEIN e t  BROWN (154) étudient l a  

dégradation des LDL par l e s  ce l lu l e s  des t i s s u s  périphériques, e t  montrent 

l 'existence de s i t e s  membranaires récepteurs de ces LP. I l s  suggèrent en outre 

que l'importance du catabolisme des LDL dans l e s  cul tures  ce l lu la i res  varie 

selon l a  disponibili té de ces récepteurs spécifiques, e t  que, en f a i t ,  même 

lorsque ce nombre e s t  minimum (en présence par exemple de LDL ou de cholestérol 

l i b re  dans l e  milieu d'incubation), il e s t  toujours plus important que "in vivo" 

(355). 

De nombreuses ce l lu les ,  chez l'homme, possèdent des s i t e s  récepteurs 

çDécîfiTes des LDL : l es  fibroblastes,  des ce l lu les  musculaires l i s ses ,  des 

lymphocytes, des ce l lu les  endothéliales (59). Récemment cer ta ins  de ces s i t e s  

immunoréactifs ont é t é  parfaitement caractér isés  en microscopie électronique 

(157). 

La figure 13, page 64 i l l u s t r e  l e s  différentes étapes de l a  dégradation 

d'une part icule  LDL par un f ibroblaste humain ( 1 5 6 ) .  

La voie  ca tabol ique  i n t r a c e l l u l a i r e  des  LDL n é c e s s i t e  l eu r  f i x a t i o n  

préalable sur des récepteurs membranaires spécifiques e t  de haute a f f in i t é .  

L'incorporation se  f a i t  ensuite par endocytose : il y a formation d'une vésicule 

endocytique qui migre dans l e  cytoplasme jusqu'à un lysosome. Les LP sont a lors  

exposées à l ' ac t ion  de plusieurs enzymes : 

* des protéases qui hydrolysent 1'Apo B en acides aminés, 

* e t  l a  l ipase lysosomale acide qui hydrolyse l e s  es te rs  de cholestérol en 

cholestérol l i b r e  capable de traverser l a  membrane du lysosome e t  de se  retrou- 

ver a insi  dans l e  compartiment ce l lu l a i r e ,  pouvant alors ê t r e  u t i l i s é  pour des 

synthèses membranaires. 



HMG CoA 
réductase 

In te rna-  Hydrolyse Régulat ion 
1 i s a t i o n  lysosomale enzymatique 

F igure  13 

FIXATION CELLULAIRE ET DEGRADATION DES LDL 



Un e2rcès d e  c o n c e n t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d e  c h o l e s t é r o l  l i b r e  va d é t e r -  

miner t r o i s  p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e s  i m p o r t a n t s  : 

* l e  p remie r  c o n s i s t e  en  une i n h i b i t i o n  d e  l a  s y n t h è s e  d e s  r é c e p t e u r s  d e  LDL 

l i m i t a n t  l a  f i x a t i o n  u l t é r i e u r e  d e  n o u v e l l e s  p a r t i c u l e s  d e  LDL ; 

* p a r  l e  second,  il y a  une i n a c t i v a t i o n  d e  1 'HMG CoA-réductase, e t  donc un 

b locage  d e  l a  s y n t h è s e  e n d o c e l u l l a i r e  d e  c h o l e s t é r o l  à p a r t i r  de  l ' a c é t y l -  

CoA. Physiologiquement ,  c e t t e  s y n t h è s e  p é r i p h é r i q u e  est peu i m p o r t a n t e ,  

les c e l l u l e s  p é r i p h é r i q u e s  u t i l i s a n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  du c h o l e s t é r o l  impor té  

d e s  LDL c i r c u l a n t e s .  

P a r  c e s  d e u x  m é c a n i s m e s  d e  r é t r o - c o n t r ô l e ,  l e  f i b r o b l a s t e  c o n t r i b u e  

à l a  r é g u l a t i o n  d e  son  "pool"  de  c h o l e s t é r o l  e t  se p r o t è g e  d ' u n e  s u r c h a r g e  

e n  s t é r i d e s .  

* E n f i n ,  l ' a c t i v a t i o n  d e  l'acyl-cholestérol-acyl-transférase (ACAT) , enzyme 

s t r i c t e m e n t  c e l l u l a i r e ,  permet l a  r é e s t é r i f i c a t i o n  d ' u n e  p a r t i e  du c h o l e s t é r o l ,  

ce q u i  e n t r a î n e  un e n r i c h i s s e m e n t  c e l l u l a i r e  e n  c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é ,  pouvant  

ê t r e  h y d r o l y s é  e n  c h o l e s t é r o l  l i b r e  s o u s  l ' i n f l u e n c e  d ' u n e  c h o l e s t é r o l - e s t é r a s e .  

On d i s p o s e  d e  t r è s  peu d ' i n f o r m a t i o n s  quan t  à l a  r é g u l a t i o n  " i n  v i v o n  

d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  LDL, e t  c e r t a i n s  a u t e u r s  o n t  montré t r è s  récemment à 

ce s u j e t  que  l ' i n s u l i n e  augmente d e  25 % l a  d é g r a d a t i o n  d e  LDL par  d e s  f i b r o -  

b l a s t e s  humains e n  c u l t u r e  ( 8 3 ) .  P l u s i e u r s  e x p l i c a t i o n s  s o n t  p o s s i b l e s  : soit 

q u ' i l  e x i s t e  une i n t e r a c t i o n  e n t r e  deux sites r é c e p t e u r s  d i f f é r e n t s ,  l ' u n  

s p é c i f i q u e  d e s  LDL e t  l ' a u t r e  d e  l ' i n s u l i n e ,  s o i t  q u ' i l  y a i t  une r é g u l a t i o n  p a r  

l ' i n s u l i n e  au  n iveau  du r é c e p t e u r  s p é c i f i q u e  d e s  LDL. 

Le p r o c e s s u s  d e  d é g r a d a t i o n  d e s  LDL a i n s i  p r o p o s é  pa r  GOLDSTEIN e t  coll .  

( 1  56) ( F i g u r e  13, page 64 ) est  t r è s  s é d u i s a n t ,  ma i s  il semble d  ' a p r è s  c e r t a i n s  

f a i t s  q u ' i l  soi t  beaucoup p l u s  complexe : 

* l ' a c é t y l a t i o n  d e s  LDL q u i  augmente l e u r  c h a r g e  n e t t e  n é g a t i v e  supprime l e u r  

f i x a t i o n  s u r  les r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  e t  l e u r  i n c o r p o r a t i o n  ; p a r  c o n t r e ,  

d e s  LDL c h a r g é e s  p o s i t i v e m e n t  s e  f i x e n t  p l u s  v i t e  e t  non  s p é c i f i q u e m e n t  

(33)  

* l a  d é g r a d a t i o n  t r y p s i q u e  p a r t i e l l e  permet l a  d é g r a d a t i o n  d e s  LDL par  d e s  

c e l l u l e s  p é r i p h é r i q u e s  de  c e r t a i n s  malades  a t t e i n t s  d ' h y p e r c h o l e s t é r o l é m i e  

f a m i l i a l e  e t  dépourvues  d e  r é c e p t e u r s  ( 7 3 )  . 
T o u t e s  c e s  m o d i f i c a t i o n s  pouvant i n t e r v e n i r  " i n  v ivo"  o n  p o u r r a i t  pense r  

que  l e  c a t a b o l i s m e  d e s  LDL n e  dépend p a s  exc lus ivement  d e s  r é c e p t e u r s  s p é c i f i -  

q u e s ,  e t  d e s  a u t e u r s  e x p l i q u e n t  a i n s i  l ' a p p a r i t i o n  c h e z  c e r t a i n s  m a l a d e s  



d'importants dépôts d 'es te rs  de cholestérol provenant des LDL dans des macro- 

phages ne possédant pas de s i t e s  récepteurs 053. 

Récemment, G O L D S T E I N  e t  BROWN (156) montrent qu'en f a i t ,  l e s  2/3 des 

LDL sont en e f f e t  normalement incorporées e t  dégradées par l e s  ce l lu les  périphé- 

riques selon un processus d'endocytose spécifique, e t  que l 'épuration du 1/3 

restant ,  indépendant des récepteurs spéficiques, e s t  assurée par pinocytose par 

l e s  c e l l u l e s  macrophagiques ; dans c e r t a i n s  c a s  pathologiques,  c e  dern ier  

processus e s t  primordial. 

On commence actuellement à mieux caractériser l e s  récepteurs spécifiques 

des cel lules  périphériques, e t  récemment BASU e t  co l l .  ( 34 ) montrent qu ' i l s  

possèdent une t r è s  grande a f f i n i t é  e t  s p é c i f i c i t é ,  q u ' i l s  dépendent de l a  

présence de calcium e t  q u ' i l s  sont sensibles à l a  pronase e t  à d'autres enzymes 

protéolytiques. On connait aussi l'importance de l a  charge net te  portée par l a  

surface des LDL (134) e t  plusieurs travaux démontrent que l e s  résidus d'acide 

sialique (135) , lysine e t  arginine Q82) des Apo B sont indispensables au maintien 

d'une certaine conformation du s i t e  de reconnaissance de l a  LP. 

La partie phospholipidique des LDL apparaît de même essent iel le  au 

maintien de c e t  arrangement spat ia l  (189), mais il semble bien cependant que l a  

fixation spécifique des LP sur l e s  récepteurs s o i t  l e  f a i t  des apoprotéines e t  

donc de 1'Apo B (232. 

MAHLEY e t  co l l .  (235, nourrissant des chiens avec un régime t r è s  riche en 

cholestérol, mettent en évidence l 'apparit ion d'une LP par t icul ière  HDL,  de 

mobilité électrophorétique a2-globuline. Elle e s t  t r è s  riche en cholestérol 

e s t é r i f i é  e t  s a  t a i l l e  moléculaire e s t  intermédiaire entre c e l l e  deçLDL e t  des 

HDL normales. Sa composition protéique révèle l a  présence d'un peu d'Apo A-1 e t  

C I  mais surtout une t r è s  grande richesse en Apo E (16  moles/mole de LP) ; e l l e  

ne contient pas dlApo B. 

Son métabolisme e s t  particulier e t  c e t t e  LP se fixe au niveau des récep- 

teurs  spécifiques des LDL ( 21). De t r è s  récents travaux appréciant l ' i n t ens i t é  

de ce t te  l ia ison démontrent qu 'e l le  e s t  23 f o i s  plus for te  que c e l l e  existant 

avec les  LDL, e t  q u ' i l  faut 4 fo is  plus de LDL pour saturer l e s  s i t e s ,  chaque 

molécule HDLc s e  f i x a n t  donc sur p lus i eu r s  récepteurs  c e l l u l a i r e s  dans un 

rapport de 4/1 (272) . 
L'Apo E - HDL, possèderait a ins i  plusieurs s i t e s  de reconnaissance, e t  

il s 'ag i ra i t  en outre dans l e s  deux cas  d'une même classe de s i t e s ,  plus riches 

en résidus arginine en c e  qui concerne 1'Apo E. 



Immunologit~uement, 1'Apo B est  d i s t r n c t e  d e  1'Apo E, e t  p l u s i e u r s  p o s s i b i -  

l i t é s  peuvent  e x p l i q u e r  ce t te  c o m p é t i t i o n  : so i t  que  l e s  deux a p o p r o t é i n e s  

p o s s è d e n t  e n  commun une séquence s t r u c t u r a l e  non a n t i g é n i q u e ,  s o i t  que  l e  

r e c e p t e u r  c e l l u l a i r e  possède  deux sites d e  reconna i s sance .  

Beaucoup d e  q u e s t i o n s  r e s t e n t  posées  q u a n t  à c e s  s i t e s  s p é c i f i q u e s  d e s  

LDL; e t  il semble que l e  même phénomène, mais à un d e g r é  moindre,  f a s s e  i n t e r -  

v e n i r  l e s  HDL e t  l e s  VLDL :. 

- les  e f f e t s  d e s  HDL s u r  l a  f i x a t i o n  p é r i p h é r i q u e  o n t  é té  souven t  é t u d i é s ,  m a i s  

a p p a r a i s s e n t  généra lement  c o n t r a d i c t o i r e s  dans  l a  l i t t é r a t u r e .  

BROWN e t  GOLSTEIN (58)  o b s e r v e n t  " i n  v i t r o "  une i n h i b i t i o n  d e  l a  c a p t a t i o n  

d e s  LDL par  les  f i b r o b l a s t e s  e n  p résence  de  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  HDL ; 

MILLER e t  co l l .  (244) mont ren t  p a r  a i l l e u r s  une a c t i v a t i o n  du phénomène l o r s q u e  

l es  r a p p o r t s  m o l a i r e s  HDL/LDL s o n t  b a s  e t  une d i m i n u t i o n  t rès  s i g n i f i c a t i v e  d e  

l a  d é g r a d a t i o n  d e s  LDL l o r s q u e  ceux-c i  s o n t  é l e v é s  (25/1 o u  p l u s ) ,  c e t t e  b a i s s e  

é t a n t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l ' a u g m e n t a t i o n  du r a p p o r t .  Ces a u t e u r s  c o n f i r m e n t  d e  

p l u s  les t r a v a u x  de  BROWN e t  co l l .  (57)  , e t  l ' i n c u b a t i o n  d e  f i b r o b l a s t e s  a v e c  

d e s  q u a n t i t é s  impor tan tes  d e  HDL n ' e n t r a î n e ,  s i  ce n ' e s t  aucune,  qu 'une très 

f a i b l e  h a u s s e  du t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  i n t r a c e l l u l a i r e .  

P l u s i e u r s  e x p l i c a t i o n s  s o n t  p o s s i b l e s  : 

* d ' u n e  p a r t ,  l e s  HDL e n  r é d u i s a n t  l a  f i x a t i o n  e t  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  LDL p l u s  

r i c h e s  e n  c h o l e s t é r o l ,  s o n t  r e s p o n s a b l e s  d 'une c a p t a t i o n  moins i m p o r t a n t e  

d e  c h o l e s t é r o l  pa r  l e s  c e l l u l e s  ; 

* d ' a u t r e  p a r t ,  nous v e r r o n s  que l e s  HDL o n t  un r ô l e  d ' é p u r a t i o n  du c h o l e s t é -  

ro l  t i s s u l a i r e ,  e t  donc d e  c e l u i  d e s  LDL, e t  que ,  l o r s q u ' e l l e s  s o n t  p r é s e n t e s ,  

e l l e s  t e n d e n t  à f a i r e  b a i s s e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  en c h o l e s t é r o l  d a n s  l a  c e l l u l e ,  

c e t t e  c h u t e  i n d u i s a n t  une n o u v e l l e  s y n t h è s e  d e  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  d e  LDL. 

E n f i n ,  o n  p e u t  r a p p e l e r  q u ' u n e  s o u s - f r a c t i o n  d e  HDL c h e z  l'homme, les  

HDL1, possède  une t r è s  g rande  a f f i n i t é  v i s  à v i s  d e s  r é c e p t e u r s  d e s  LDL ( 2 4 4 ) .  

La compos i t ion  p r o t é i q u e  d e  ces LP f a i t  i n t e r v e n i r  d e s  Apo A (A-1 e t  A - I I ) ,  

d e s  A p o  E e t  un complexe Apo ( A - I I  - E ) ,  e t  récemment d e s  a u t e u r s  mont ren t  

q u ' a p r è s  r é d u c t i o n  e t  a l k y l a t i o n  d e  ce complexe, e t  donc o b t e n t i o n  d e s  Apo E e t  

A - I I  s o u s  une forme i s o l é e ,  ces LP o n t  une a f f i n i t é  e n c o r e  p l u s  grande ( 1 8 8 ) .  

I ls  p o s e n t  a l o r s  l a  q u e s t i o n  d e  s a v o i r  si c e t t e  c o n v e r s i o n  d ' u n e  forme i n a c t i v e  

d e  1'Apo E e n  forme a c t i v e  n ' i n t e r v i e n d r a i t  p a s  " i n  v ivo"  jouan t  un r ô l e  de  

r é g u l a t i o n  q u a n t  à l a  f i x a t i o n  d e s  HDL s u r  les r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  d e s  

LDL . 



Ainsi l e s  H D L 1  on t  une grande a f f i n i t é  pour l e s  s i t e s  récepteurs  des  

LDL, plus importante que c e l l e  des HDL to ta les ,  elle-même bien plus fo r t e  que 

c e l l e  des HDL2 ou HDL3 seules qui ne possèdent pas d'Apo E ( 2 3 2 ) .  Peut-être 

pourrait-on expliquer a ins i  l e s  divergences des résu l ta t s  obtenus selon l e s  

laboratoires quant à ce t t e  interaction HDL - LDL au niveau des ce l lu les  périphé- 

riques, e t  dépendant en f a i t  des préparations de HDL. 

-Le problème des VLDL a été moins bien étudié, e t  on s a i t  simplement que l e s  VLDL 

de s u j e t s  normaux sont environ 5 f o i s  moins e f f i c a c e s  que l e s  LDL pour l a  

suppression de l ' a c t i v i t é  de 1'HMG-CoA réductase, mais que des VLDL de malades 

a t t e i n t s  d'hyperlipidémie de type I I I  sont également actives, de même l e s  VLDL 

de pat ients  hypertr iglycér idémiques (type I V  ou V) (146 . 

d )  Rôle des LDL - 

Les LDL ont pour rô le  essentiel  de fournir aux t i s s u s  périphériques l e  

cholestérol nécessaire à l a  formation e t  au renouvellement de toutes l e s  membra- 

nes plasmiques. Leur catabolisme e s t  entièrement ce l lu la i re ,  contrairement aux 

part icules  riches en triglycérides,  chylomicrons e t  VLDL. 

Nous proposerons u l té r ieurement ,  l o r s  de l ' é t u d e  d u  r ô l e  des H D L  

(page 77) ,  un schéma de transport du cholestérol dans l e s  LP. 

4- LES HDL (Figure 1 4 ,  page 69) . ---------- 

a )  Synthèse des HDL - 

L'origine des HDL chez l'homme n'est  pas bien connue. 

Ces LP semblent d'une part ê t r e  synthétisées par l e  foie e t  l ' i n t e s t i n ,  

d 'au t re  part provenir directement d u  catabolisme intravasculaire des chylomi- 

crons e t  des VLDL. 

Les HDL son t  l e s  L P  majeures d u  r a t ,  e t  l a  majeure p a r t i e  des  é tudes  

concernant leur métabolisme a d'abord é t é  menée chez c e t  animal. 

- Biosynthèse des HDL - 
Chez l e  r a t  : HAMILTON e t  c o l l .  en 1972 (166) décrivent l e s  HDL nouvellement 

synthétisées " in  vitro" comme étant des particules de structure diçcoïdale, 



HDL : high densi ty  1 ipoprotei ns L P L  : 1 ipoprotéi ne-1 ipase 

LDL : low densi t y  1 i poprotei ns P L  : phosphol i p i  des 

VLDL : very low density l ipoproteins CL : cholestérol l i b r e  

LCAT : l éci t h i  ne-ch01 estérol-acyl CE : cholestérol e s t é f i  f i é  
transférase A, B, E : apoprotéines 
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riches en phosphat idylcholine e t  cholestérol l ib re .  Ces formes part icul ières  

d i spa ra i s sen t  lorsque l e s  L P  sont  incubées avec d u  plasma, e t  l e s  au teurs  

suggèrent que l a  population HDL e s t  constamment modifiée dans l a  circulation, 

cec i  étant probablement dû à l ' in te rac t ion  des particules avec l a  LCAT e t  donc 

à l a  formation d 'es te rs  de cholestérol. 

De nombreuses expériences de perfusion de foie montrent que c e t  organe 

sécrète des particules de densité identique à ce l l e s  des HDL, mais contenant 

beaucoup plus d 'Apo E e t  moins d 'Apo A-1 que l e s  LP circulantes (1 63 . 
P l u s  récemment, divers auteurs ( 124 )  ont m i s  en évidence l a  production 

par l e  foie d'une molécule de HDL native discoïdale ayant un rapport ApoE/Apo 

A-1 égal à 10/1, alors q u ' i l  e s t  de 1/7 dans l e s  LP correspondantes sphériques 

du plasma. 

Enfin, apparemment l'hépatocyte de l'animal peut également synthétiser 

une particule LP-B retrouvée dans l a  zone de densités des HDL2 (119. 

Chez l'homme, e t  plus particulièrement chez l e s  malades souffrant d'une hépatite 

alcoolique e t  d'une déficience en LCAT, l e s  taux de HDL dans l e  plasma sont 

diminués, e t  1'Apo E consti tue environ 40 % de l a  masse protéique HDL to ta le  

(276) ; par a i l l eu r s ,  l e s  VLDL de ces patients sont dépourvues d'Apo E. Lorsque 

l e  plasma est  m i s  en incubation avec de l a  LCAT, 1'Apo E des HDL se retrouve au 

niveau des VLDL, e t  après guérison de l 'hépat i te  tout  redevient normal. 

Tous c e s  f a i t s ,  c o n s t a t é s  chez l e  r a t  ou l'homme, sont  parfai tement  

en accord avec l'hypothèse d 'une synthèse hépatique d 'une part icule  native 

discoïdale HDL possédant principalement de l a  LP-E e t  peu de LP-BI l a  LP-A 

ayant une autre source. 

Il  semble actuellement que l a  LP-A s o i t  en f a i t  synthé t i se  au niveau de 

l ' i n t e s t i n ,  e t  différents  points expérimentaux peuvent ê t r e  c i t é s  à c e  propos: 

* l ' i n t e s t i n  de  r a t  perfusé produi t  des  p a r t i c u l e s  contenant des  Apo B e t  

A-I e t  dépourvues d 'Apo C (389) ; 

* chez l'homme, des é tudes  d'immunofluorescence montrent une augmentation 

rapide e t  t r è s  nette de l a  synthèse in tes t ina le  dlApo A intervenant l o r s  de 

l'absorption de l ipides (143), e t  au moyen de marquages radioactifs,  des auteurs 

suggèrent que l e s  Apo A (A-1 e t  A - I I )  des chylomicrons lymphatiques servent de 

précurseurs pour l e s  Apo A retrouvées dans l e s  HDL (303) ; 

* t r è s  récemment, RACHMILEWITZ e t  FAINARU (274) ont obtenu Ilin v i t ron  une syn- 

thèse dlApo A-1 par des cultures de ce l lu l e s  intestinales.  Cette synthèse semble 

ê t r e  régulée d'une part  par l'accumulation d'apoprotéines, e t  d 'autre  part par 



1 ' a b s o r p t i o n  d e  l i p i d e s  ; 

* e n f i n ,   intéressant à l a  morphologie d e s  s o u s - f r a c t i o n s  HDL2 e t  HDL3 d a n s  

l e  sang h é p a t i q u e ,  a r t é r i e l  e t  ve ineux d e s  a u t e u r s  démontrent  une s é c r é t i o n  d e  

HDL par  l ' i n t e s t i n  c h e z  l'homme ( 3 6 4 ) .  En e f f e t ,  d e s  p a r t i c u l e s  s p h é r i q u e s  s o n t  

r e t r o u v é e s  a u  niveau d e s  HDL3 d a n s  l e  sang a r t é r i e l  e t  ve ineux e t  au n i v e a u  

d e s  HDL2 s e u l e m e n t  d a n s  l e  s a n g  a r t é r i e l .  P a r  c o n t r e ,  l e s  HDL2 d u  s a n g  

ve ineux  r e p r é s e n t e n t  un mélange d e  formes s p h é r i q u e s  e t  d i s c o ï d a l e s  r a p p e l a n t  

l e s  s t r u c t u r e s  e n  " rou leaux"  f r é q u e n t e s  chez  d e s  malades  dé£ i c i e n t s  e n  LCAT. Une 

s y n t h è s e  d e  HDL2 i n t e r v i e n t  donc a i l l e u r s  que d a n s  l e  f o i e ,  o r  o n  s a i t  que  

l ' i n t e s t i n  est l e  s e u l  s i t e  e x t r a h é p a t i q u e  d e  s y n t h è s e  l i p o p r o t é i q u e .  

En résumé, on p e u t  pense r  que : 

* l es  LP-C e t  -E p r o v i e n n e n t  du f o i e ,  

* l a  LP-B est  s y n t h é t i s é e  p a r  l e  f o i e  e t  l ' i n t e s t i n ,  

* l a  LP-A e s t  f o u r n i e  e n  majeure  p a r t i e  par  l ' i n t e s t i n .  La c o n t r i b u t i o n  r e l a t i v e  

d e  l ' i n t e s t i n  e t  du f o i e  pour l a  s y n t h è s e  d e  l a  LP-A r e s t e  à é t u d i e r .  

Quoi u '  il e n  soi t  d e s  o r i g i n e s  d e s  a p o p r o t é i n e s  d e s  HDL, l a  b i o s y n t h è s e  C 
d e  ces LP' semble d é b u t e r  comme c e l l e  d e s  a u t r e s  LP formées p a r  l e  f o i e ,  au 

n i v e a u  du r é t i c u l u m  endop lasmique o ù  les d i £  f é r e n t s  t y p e s  d e  l i p i d e s  s 'asso- 

c i e n t  aux p r o t é i n e s .  

Les HDL n a t i v e s  s o n t  l i b é r é e s  dans  l ' e s p a c e  d e  D i s s e  p u i s  l e  s i n u s o ï d e  

h é p a t i q u e  s o u s  l a  forme d e  d i s q u e s  b i l a m e l l a i r e s  compor tan t  une j u x t a p o s i t i o n  

d e  p h o s p h o l i p i d e s ,  d e  c h o l e s t é r o l  l i b r e  e t  d  ' A p o  A e t  E. 

Une f o i s  parvenues  d a n s  l e  sang ,  e l l e s  s u b i s s e n t  immédiatement l ' a c t i o n  

d e  l a  LCAT. Le c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  hydrophobe a i n s i  formé p é n è t r e  à l ' i n t é -  

r i e u r  d e s  molécules  q u i  p r e n n e n t  p rogress ivement  une c o n f i g u r a t i o n  s p h é r i q u e  

(146,  167) .  Dans l e  m ê m e  temps,  1'Apo E q u i t t e  l es  p a r t i c u l e s  pour se f i x e r  s u r  

les  VLDL. Ce p r o c e s s u s  a b o u t i t  à l a  fo rmat ion  d e  HDL3 d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  

p r o t é i q u e  s ' e n r i c h i t  p rogress ivement  e n  A p o  C à p a r t i r  d e s  VLDL c i r c u l a n t e s  e t  

d e s  chy lomicrons ,  e t  en£ i n  aux HDL2. ~écemment ,  PATCH e t  co11. (268) démontrent  

" i n  v i t r o "  ce phénomène, e t  SHEPHERD e t  c o l l .  (239) q u a n t i f i a n t  l e  t r a n s f e r t  d e s  

Apo CI o b s e r v e n t  e n  f a i t  q u ' i l  dépend de  l a  s o u s - f r a c t i o n  d e  HDL p r é s e n t e .  Ils 

r e t r o u v e n t  50 %, 69 % e t  78 % d e s  Apo C d e s  VLDL r e s p e c t i v e m e n t  au  n i v e a u  d e s  

HDL3, d e s  HDL t o t a l e s  e t  d e s  HDL2. I l s  r a p p e l l e n t  e n  o u t r e  q u ' i l  y a  un 

t r a n s f e r t  p o s s i b l e  e n t r e  l e s  HDL2 e t  HDL3, mais  que c e l u i - c i  est t o u j o u r s  

p r é f é r e n t i e l  pour  l e s  HDL2. C e t  é c h a n g e  d é p e n d  d e  l a  c o n f o r m a t i o n  d e s  



molécu les ,  il e s t  i n h i b é  pa r  coup lage  d e s  p r o t é i n e s  à c e r t a i n s  l i g a n d s  e t  au 

c o n t r a i r e  f a v o r i s é  en  p r é s e n c e  d e  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d  ' i o n s  c h a o t r o p i q u e s  t e l  

l ' i o n  bromure (1  62) . 

- Catabol isme i n t r a v a s c u l a i r e  d e s  chylomicrons  

e t  d e s  VLDL e t  fo rmat ion  d e  HDL - 
Iiors d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  LP r i c h e s  e n  TG, nous avons  d é j à  r e t e n u  l ' hypo-  

t h è s e  s e l o n  l a q u e l l e ,  a c t u e l l e m e n t ,  c h e z  l'homme, l a  fo rmat ion  i n t r a v a s c u l a i r e  

d e s  HDL est en r e l a t i o n  avec l e  p r o c e s s u s  l i p o l y t i q u e  ( 3 9 1 ) .  

D e  nombreux t r a v a u x  s o n t  e n  faveur  d e  c e  c o n c e p t  : 

* Lors  d e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  d e s  chylomicrons  e n  "remnants" ,  non seulement  

l e s  t r i g l y c é r i d e s  mais a u s s i  d e s  a p o p r o t é i n e s  s o l u b l e s  ( A  e t  C) e t  d e s  phospho- 

l i p i d e s  s o n t  t r a n s f é r é s  rapidement  dans  l a  f r a c t i o n  HDL ( 8 4 ) .  

* S u i t e  à l a  l i p o l y s e  i n d u i t e  " i n  vivo" pa r  i n j e c t i o n  d ' h é p a r i n e ,  il y  a  une 

augmentat ion r a p i d e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  HDL (219) e t  t r a n s f e r t  du c h o l e s t é r o l  

d e s  VLDL aux HDL (252) .  

*  épuration phys io log ique  d e s  chylomicrons  s'accompagne d 'un e n r i c h i s s e m e n t  

en  p r o t é i n e s  e t  e n  p h o s p h o l i p i d e s  d e s  HDL2 (171) .  

* I l  e x i s t e  une c o r r é l a t i o n  i n v e r s e  t rès s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  l a  t r  i g l y c é r i d é m i e  

e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  HDL d a n s  l e  plasma (364) .  

* D e  m ê m e ,  des  a u t e u r s  f o n t  a p p a r a î t r e  une c o r r é l a t i o n  p o s i t i v e  e n t r e  l ' a c t i v i t é  

LPL du t i s s u  adipeux e t  l e  t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  l i é  aux HDL (255) .  

* La d é l i p i d a t i o n  s é l e c t i v e  du  noyau d e s  chylomicrons  i n d u i t  " i n  v i t r o "  l a  

fo rmat ion  d ' a g r é g a t s  l a m e l l a i r e s  composés de  p h o s p h o l i p i d e s ,  d e  c h o l e s t é r o l  e t  

dlApo A, a p p a r a i s s a n t  comme d e s  v é s i c u l e s  à double  couche c o n s t i t u é e s  d e s  

composants l i b é r é s  l o r s  d e  l a  l i p o l y s e  ( 8 4 ) .  Selon TALL e t  coll.  ( 3 5 9 ) ,  du f a i t  

d ' u n e  i n t e r a c t i o n  e n t r e  ces s t r u c t u r e s  e t  les HDL c i r c u l a n t e s ,  e n t r a î n a n t  un 

t r a n s f e r t  d'Apo A-1, l a  LCAT s e r a i t  a c t i v é e ,  e t  l e  c h o l e s t é r o l  l i b r e  d e s  v é s i c u -  

les  s e r a i t  e s t é r i f i é .  A l a  faveur  d e  cet te  e s t é r i f i c a t i o n  c e s  d i f f é r e n t e s  

f o r m a t i o n s  d o n n e r a i e n t  l i e u  à d e s  s p h è r e s  possédan t  d e s  Apo A e t  a y a n t  les  

c a r a c t è r e s  d e s  HDL3 c i r c u l a n t e s .  L ' i n t e r v e n t i o n  d e s  Apo A-1 d e s  HDL c i r c u l a n -  

t e s  d a n s  c e  p r o c e s s u s  e s t  s u g g é r é e  " i n  v i t r o n  p a r  l a  l i b é r a t i o n  d ' u n e  p a r t i e  d e  

ces a p o p r o t é i n e s  l o r s  d ' i n c u b a t i o n  d e  HDL e t  d e  modèles membranaires phosphol i -  

p i d i q u e s  (358) . 



TABLEAU 8 

COMPOSITION CHIMIQUE DES HDL, HDL2 ET HDL3 

:: Les c h i f f r e s  sont  ind iqués  en % du po ids  t o t a l  

HDL 

HDL2 

HDL3 

PROTE INES:: 

5 3 

4 3 

5 8 

CHOLESTEROL:: 

18 

23 

14 

TRIGLYCERIDES:: 

5 

6 

5 

PHOSPHOLIPIDES:: 

2 4 

28 

22 

CHOL. EST. 

CHOL LIBRE 

4,46 

2,81 

4,38 

PROTE I N E S  

L 1 P 1 DES 

- 5 3 
4 7 

4 3 
5 f  

58 
Vf 



b )  C o m ~ o s i t i o n  e t  s t r u c t u r e  d e s  HDL - 

Les HDL r e p r é s e n t e n t  l a  f r a c t i o n  de  LP i s o l é e s  e n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

p r é p a r a t i v e  d a n s  l a  zone d e  d e n s i t é  compr i se  e n t r e  1.063 e t  1.21g/ml. E l l e s  

s e  s u b d i v i s e n t  e n  t r o i s  s o u s - c l a s s e s  : 

* HDL3 prépondéran tes  (1 .125 < d  < 1.210g/ml) ; 

* HDL2 (1.063 < d < 1.125g/ml) ; 

* HDL1 f r a c t i o n  mineure isolée avec les LDL e n  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  

Récemment, p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  d e n s i t é ,  ANDERSON 

e t  c o l l .  ( 1 6 )  d é £  i n i s s e n t  d e u x  p o p u l a t i o n s  d e  HDL2:des HDL2b ( 1 . 0 6 3  < d < 

l.lOOg/ml) e t  d e s  HDL2, (1.100 < d < 1.125g/ml). 

Le t a b l e a u  7, page i n d i q u e  l a  compos i t ion  chimique d e  l a  f r a c t i o n  HDL 

g l o b a l e .  Les r a p p o r t s  c h o l e s t é r o l  l i b r e / c h o l e s t é r o l  est& i f  ié e t  l é c i t h i n e /  

sphingomyél ine  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  e n v i r o n  1/3 e t  5/1. La compos i t ion  p r o t é i q u e  

se c a r a c t é r i s e  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  l a  p résence  d'Apo A (A-1 e t  A - I I )  q u i  r e p r é -  

s e n t e n t  90 % d e  l ' ensemble  d e s  a p o p r o t é i n e s  d e s  HDL, l e  r a p p o r t  A- I /A- I I  est 

d ' e n v i r o n  3/1. On t r o u v e  en o u t r e  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s ,  e n  q u a n t i t é s  moindres ,  

t e l l s  que les Apo CI D I  Et  F e t  G. 

L e s  c o m p o s i t i o n s  d e s  HDL2 e t  d e s  HDL3 s o n t  d i f f é r e n t e s ,  e t  l e s  HDL2 

s o n t  p l u s  r i c h e s  e n  l i p i d e s  que l e s  HDL3 ( t a b l e a u  8 page 73 ) .  Ces deux sous-  

c l a s s e s  montrent  d e  p l u s  d e s  v a r i a t i o n s  r e s p e c t i v e s  d e  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  

p r i n c i p a l e s  a p o p r o t é i n e s ,  e t  l e  r a p p o r t  A- I /A- I I  est soi t  p l u s  é l e v é  d a n s  les  

HDL2 ( 9 2 )  , s o i t  é g a l  ( 1 3 8 )  , s o i t  p l u s  f a i b l e  ( 7 )  . D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  HDL2 

s o n t  p l u s  r i c h e s  en  Apo C que les HDL3, 1'Apo E n ' e x i s t e  que  d a n s  l e s  HDL2 

e t  1 ' A p o  D n e  s e  t r o u v e  que d a n s  l e s  HDL3. Les c o n t r a d i c t i o n s  n o t é e s  dans  l a  

l i t t é r a t u r e  q u a n t  au  r a p p o r t  Apo A-I /Apo A - I I  d a n s  l es  HDL2 e t  HDL3 semblent  

ê t r e  d u e s  à l a  t e c h n i q u e  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  mise  e n  o e u v r e  pour i s o l e r  les LP 

( 8 7 ) .  A i n s i ,  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  z o n a l e  e t  d e  c o u r t e  d u r é e  (24  h e u r e s ) ,  l e  

r a p p o r t  e s t  p l u s  é l e v é  d a n s  l e s  HDL2, t a n d i s  q u e  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

p r é p a r a t i v e ,  méthode beaucoup p l u s  longue,  les r a p p o r t s  s o n t  i d e n t i q u e s .  D e  

p l u s ,  les f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  s a l i n e s  n é c e s s a i r e s  pour a j u s t e r  les d e n s i t é s  

d e s  LP peuvent  ê t r e  r e s p o n s a b l e s  e n  p a r t i e  d e  l a  d i s s o c i a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  d e  

c e r t a i n s  a p o p r o t é i n e s  d e s  HDL. En e f f e t ,  les  Apo A - I I  é t a n t  l i é e s  beaucoup p l u s  

f o r t e m e n t  aux l i p i d e s  d a n s  l e s  HDL q u e  l es  A p o  A-1, il est p o s s i b l e  que c e r t a i -  

n e s  Apo A-1 d i s s o c i é e s  se l i e n t  à d e s  p a r t i c u l e s  o u  e n  forment d ' a u t r e s  d e  

d e n s i t é s  h y d r a t é e s  i n f é r i e u r e s  à c e l l e s  d o n t  e l l e s , d é r i v e n t .  C e t t e  d e r n i è r e  

hypo thèse  e s t  sou tenue  p a r  l e  f a i t  q u ' o n  r e t r o u v e  2% d e  1 ' A p o  A-1 t o t a l e  p l a s -  

ma t ique  dans  l a  f r a c t i o n  d e  d e n s i t é  i n f é r i e u r e  à 1.063g/ml. 



Ayant déf ini  l o r s  de l a  c lassif icat ion des LP l 'existence de familles de 

LP de densités supérieures à 1.019 e t  1.030g/ml dis t inctes  e t  séparables, il 

se ra i t  dès l o r s  souhaitable de s'exprimer non plus en termes de HDL, mais en 

ceux de familles LP-A, LP-B, LP-CI LP-D, LP-E, LP-F e t  LP-G l e s  composant. La 

LP-A e s t  majeure e t  deux types l a  définissent : l e s  LP-A des HDL2 e t  HDL3, 

contenant seulement des Apo A-1 e t  A-II. Cependant, KOSTNER e t  c o l l .  ( 2 1 1 )  

rapportent l a  présence d'une sous-fraction ne contenant que de 1'Apo A-1, e t  

ASSMAN e t  co l l .  (18) isolent une particule dans l e  plasma de malades a t t e i n t s  de 

l a  maladie de TANGIER ne possédant que de 1'Apo A-II. 

Différents modèles structuraux sont proposés pour l e s  HDL, basés sur des 

études chimiques ou enzymatiques ou u t i l i s an t  l a  microscopie électronique e t  l a  

spectroscopie RMN. Seule l a  s t r u c t u r e  des  HDL3 r é a l i s a n t  une sous-classe 

relativement homogène e s t  é tabl ie  de manière assez précise. Ces particules 

forment des mice l les  sphériques de diamètre  90 à 1 2 0  À comportant des  

l ipides dont l e s  groupements polaires phospholipidiques se  trouvent en surface 

e t  des apoprotéines globulaires en part ie  réparties dans l e s  l ipides  ( 1 7 ) .  Les 

forces majeures de l ' in te rac t ion  protéines - l ipides  sont t r è s  importantes pour 

l 'organisation des HDL natives. 

C I  ~éqradat ion  des HDL - 

La dégradation des HDL reste encore à l 'heure actuelle assez mystérieuse. 

Leur demi-vie chez l e s  sujets  normaux e s t  beaucoup plus longue que ce l l e s  

des autres LP. Cependant e l l e  varie selon l e s  auteurs de 3.3 à 5.8 jours, e t  on 

pense que c e t t e  divergence es t  due à l 'hétérogénéité des marqueurs u t l i s é s  (HDL 

ou Apo-HDL), l e s  vitesses de catabolisme étant différentes dans chaque cas  (325). 

La cinétique du catabolisme des Apo A-1 e t  A-II dans l e s  HDL e s t  également 

su je t te  à controverse : pour certains auteurs e l l e  e s t  semblable ( 4 7 ) ,  pour 

d 'autres 1'Apo A-1 e s t  catabolisée plus v i t e  que 1'Apo A - I I  chez l e s  sujets  

normaux (301). Là encore il faut considérer l e  matériel u t i l i s é ,  e t  CASLAKE e t  

c o l l .  (79)  montrent récemment que l e  métabolisme de 1'Apo A-1 injectée " i n  vivon 

chez l'homme n 'est  pas comparable à ce lu i  de l a  même protéine intégrée dans l a  

molécule de HDL. 

La répart i t ion quantitative différente  des HDL2 e t  HDL3 l i é e  au sexe 

( l e  rapport respectif de ces  deux sous-fractions étant plus élevé chez l a  

femme que chez l'homme), peut également la isser  supposer deux métabolismes 

différents ,  de même pour l e s  apoprotéines l e s  composant ( l e  rapport A-I/A-II 



é t a n t  d i f f é r e n t  d a n s  l e s  deux s o u s - c l a s s e s ) .  En f a i t  il n ' e n  est r i e n  ( 3 2 6 ) ,  

e t  compte t e n u  d e  l ' é c h a n g e  dynamique d e s  composés p r o t é i q u e s  e n t r e  HDL2 e t  

HDL3, i l  s e m b l e  p l u t ô t  q u e  l e s  f l u c t u a t i o n s  l i é e s  a u  s e x e  s o i e n t  l i é e s  à 

une r e d i s t r i b u t i o n  d e s  p r o t é i n e s  e n t r e  l e s  s o u s - f r a c t i o n s .  

Les c o n c e n t r a t i o n s  p l a s m a t i q u e s  d e s  HDL s o n t  t r è s  v a r i a b l e s  c h e z  l'homme, 

é t a n t  soumises à d e  nombreuses v a r i a t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  o u  p a t h o l o g i q u e s  e t  il 

e s t  t r è s  p r o b a b l e  que d e s  m o d i f i c a t i o n s  du c a t a b o l i s m e  d e s  HDL jouen t  un r ô l e  

majeur d a n s  l a  r é g u l a t i o n  d e  l e u r s  t a u x .  

Le s i t e  m ê m e  d e  d é g r a d a t i o n  d e s  HDL c h e z  l'homme n ' e s t  p a s  connu, e t  

t o u t e s  les  é t u d e s  à c e  s u j e t  o n t  é té  f a i t e s  c h e z  l e  r a t .  Après i n j e c t i o n  d e  HDL 

marquées à l ' I o d e  125, l a  r a d i o a c t i v i t é  se r e t r o u v e  d i s p e r s é e  d a n s  deux compar- 

t i m e n t s  : e n v i r o n  10 % d a n s  l e  f o i e  e t  50 % d a n s  l ' i n t e s t i n  g r ê l e  (289) .  De p l u s ,  

ce t te  d i s t r i b u t i o n  e s t  r é g u l i è r e ,  ce q u i  prouve que l e s  molécu les  s o n t  é l i m i n é e s  

e n  t a n t  que p a r t i c u l e s  e n t i è r e s  e t  i n t a c t e s  (288) .  D ' a u t r e s  e x p é r i e n c e s  l o c a l i -  

s e n t  l a  r a d i o a c t i v i t é  s u r t o u t  d a n s  les  c e l l u l e s  h é p a t i q u e s  parenchymateuses,  e t  

un peu au  n iveau  d e s  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  e t  d e s  c e l l u l e s  d e  KUPFER (275) .  Les 

HDL s e r a i e n t  e n  f a i t  probablement c a p t é e s  p a r  un phénomène d e  p inocy tose ,  p u i s  

t r a n s p o r t é e s  v e r s  l e u r  s i te  d e  c a t a b o l i s m e  vraisembablement l e s  lysosomes 

s e c o n d a i r e s  ( 2 7 5 ) .  Une même  l o c a l i s a t i o n  est obse rvée  d a n s  l es  c e l l u l e s  é p i t h é -  

l i a l e s  d e  l ' i n t e s t i n  g r ê l e .  En o u t r e ,  l ' i n t e r v e n t i o n  d e s  enzymes h é p a t i q u e s  

lysosomales  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  a p o p r o t é i n e s  d e s  HDL est conf i rmée  p a r  

d e s  é t u d e s  " i n  v i t r o " ,  e t  d e s  HDL d e  r a t  ou d'homme d é l i p i d é e s  ou non, s o n t  

h y d r o l y s é e s  t r è s  ac t ivement  à pH a c i d e  (349) .  

On peu t  e n c o r e  c o n s i d é r e r  l a  p a r t i c i p a t i o n  du sys tème r é t i c u l o - e n d o t h é l i a l  

d a n s  l e  p r o c e s s u s  d e  d é g r a d a t i o n  d e s  HDL. En e f f e t ,  a p r è s  p e r f u s i o n  d e  c o e u r s  d e  

r a t  avec  d e s  LP marquées, d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  r e t r o u v é e  d a n s  les lysosomes 

s e c o n d a i r e s  d e  macrophages i n t e r s t i t i e l s  (354) . 
E n f i n  il ne f a u t  p a s  o u b l i e r  une c e r t a i n e  d é g r a d a t i o n  p o s s i b l e  d e s  HDL 

les c e l l u l e s  p é r i p h é r i q u e s ,  e t  d e  t r è s  nombreuses é t u d e s  d e  c u l t u r e  t i s s u -  

l a i r e  montrent  q u e  l e s  LP peuvent  ê t re  " incorporées"  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  un 

p r o c e s s u s  d ' endocy tose  f l u i d e  n e  m e t t a n t  p a s  en j eu  d e  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  

(245) .  

M a i s  s i  l ' o n  e s s a i e  d e  r e l i e r  l e  c a t a b o l i s m e  d e s  HDL à un p a r a m è t r e  

f o n c t i o n n e l ,  c o m m e  on l e  f a i t  pour l es  LDL, à s a v o i r  l a  r é g u l a t i o n  d e  l a  syn thè -  

se d u  c h o l e s t é r o l ,  il e s t  é v i d e n t  que  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  t i s s u s  les HDL n e  

jouen t  p a s  un rôle impor tan t ,  e x c e p t i o n  f a i t e  pour l ' o v a i r e  e t  les s u r r é n a l e s ,  

s e u l s  o r g a n e s  d a n s  l e s q u e l s  l es  HDL s o n t  l e s  p r i n c i p a l e s  LP q u i  r é g u l e n t  l a  

s y n t h è s e  d e s  stérols ( 1  5 )  . 



c )  Rôle des HDL - 

Les HDL jouent un rôle essentiel  dans l e  métabolisme des LP, intervenant: 

* dans l 'épuration des LP riches en triglycérides en leur cédant 1'Apo C - I I  

nécessaire à l ' ac t ion  de l a  LPL extrahépatique, e t  en acceptant l e s  produits 

d'hydrolyse (Apo C I  cholestérol, phospholipides), 

* dans l ' e s t é r i f i ca t ion  du cholestérol,  puisqu'elles constituent l e  substrat 

préférentiel  de l a  LCAT, 

* dans l e  métabolisme ce l lu la i re  d u  cholestérol. 

Les deux derniers points sont t r è s  intéressants à considérer, e t  permet- 

tent d'expliquer l e  rôle anti-athérogène maintenant largement reconnu des HDL. 

A ce propos, on peut simplement rappeler que l e s  plaques d'athérome t r è s  riches 

en cholestérol proviennent des LDL, LP de transport du cholestérol jusqu'aux 

organes, e t  que toute accumulation de cholestérol dans l e s  ce l lu les  doit  ê t re  

évitée. Dans ce  b u t ,  deux hypothèses peuvent expliquer l e  rô le  protecteur des 

HDL : 

* l a  première e s t  ce l l e  d'une captation d u  cholestérol t i s su la i r e  par l e s  HDL, 

ce  cholestérol provenant de l a  dégradation périphérique des LDL 09 d'une biosyn- 

thèse "de novo". C'est l'hypothèse de GLOMSET, l e s  HDL t rava i l lan t  de concert 

avec l a  LCAT (147) , 
* l a  seconde e s t  ce l l e  d'une prévention par l e s  HDL de l'accumulation de choles- 

té ro l  dans l e s  ce l lu les ,  par interaction compétitive avec l e s  LDL au niveau 

des récepteurs spécifiques. 

- première hypothèse- 

De nombreuses expériences " i n  v i t r o "  montrent en présence de HDL une 

épurat ion t r è s  s i g n i f i c a t i v e  du c h o l e s t é r o l  d'un grand nombre de types de 

ce l lu les  (353) , e t  d'autres auteurs mettent en évidence une captation de choles- 

té ro l  présent dans l e  milieu d'incubation par des complexes Apo HDL- phospholi- 

pides (350 ) .  De même l 'élimination du cholestérol de ce l lu l e s  préablablement 

chargées en ce l ip ide  e s t  accélérée (304, e t  l e  taux de cholestérol de cel lules  

exposées à des LDL e s t  diminué en présence de HDL Q44). Enfin, GLOMSET montre 

que l e s  HDL augmentent 1 'es tér i f icat ion enzymatique du cholestérol en fac i l i tan t  

l 'act ion de l a  LCAT 045 ) e t  donc que l e s  molécules de cholestérol e s t é r i f i é  

traversent plus difficilement l e s  membranes cel lulaires .  En restant à l 'exté- 

rieur de l a  ce l lu le ,  e l l e s  ont a ins i  plus de chances d ' ê t r e  captées par les  

HDL . 



SMALL e t  c o l l .  ( 3 4 0 )  proposent un mécanisme un peu différent .  Les HDL 

natives de structures discoïdales sont pauvres en cholestérol l i b re ,  composé 

dont e l l e s  vont précisément s 'enr ichir  en l e  captant au niveau des s i t e s  mem- 

branaires. Ce cholestérol e s t  secondairement e s t é r i f i é  par l a  LCAT, devenant 

a insi  hydrophobe. I l  e s t  a lors  incorporé à l ' in tér ieur  de l a  par t icule  HDL qui 

prend de ce  f a i t  une configuration sphérique. Les s i t e s  de surface sont l ibérés ,  

l e s  HDL peuvent de  nouveau capter d u  cholestérol e t  l'emmagasiner sous une 

forme estér i f iée .  

Quoiqu 'il en s o i t ,  l es  molécules de HDL chargées en cholestérol es t& if i é  

sont captées par l e  foie pour y ê t r e  métabolisées. Le cholestérol e s t  à nouveau 

hydrolysé par l a  cholestérol-estérase hépatique en cholestérol l i b r e  disponible 

pour de nouvelles synthèses de VLDL, ou e s t  éliminé par l a  voie b i l i a i r e  sous 

forme de cholestérol b i l i a i r e  ou d'acides b i l ia i res .  

Ce processus e s t  t r è s  séduisant, mais il faut cependant remarquer qu'aucu- 

ne preuve évidente de son déroulement effect i f  chez l'homme, donc "in vivo", 

n ' e s t  retrouvée dans l a  l i t t é r a t u r e .  " I n  v i t r o " ,  l e  r ô l e  des  HDL en t a n t  

qu'accepteur de cholestérol e s t  t r è s  probablement surestimé, car  on u t i l i s e  non 

pas des molécules natives, mais des LP circulantes déjà riches en cholestérol 

e s t é r i f i é .  De plus,  aucune expérience ne démontre vraiment que l e  cholestérol 

capté par l e s  HDL retourne au foie ,  dont il es t  évident maintenant qu'une part ie  

e s t  transférée d'abord aux VLDL puis aux LDL. 

- Seconde hypothèse - 
Nous avons étudié précédemment (page 67 ) l a  compétition possible entre 

LDL e t  HDL vis-à-vis des récepteurs spécifiques des ce l lu les  périphériques e t  il 

e s t  possible que l e s  HDL régulent l ' en t r ée  du cholestérol dans l e s  ce l lu les  en 

bloquant l a  f ixat ion des LDL sur l e s  s i t e s  récepteurs, e t  par conséquent leur 

pénétration e t  dégradation. On peut a lors  rappeler l 'hétérogénéité des HDL e t  l a  

présence d'une fraction mineure HDL1 r iche en Apo E (page67 ) . Connaissant l a  

t r è s  grande a f f i n i t é  de ce t t e  apoprotéine pour l e s  récepteurs spécifiques, 

l'importance physiologique de ce t t e  sous-classe n'est  pas négligeable, mais il 

faut dans ce cas  supposer que l e  contact accepteur-membrane ce l lu la i re  s o i t  

,. nécessaire pour l e  transfert  du cholestérol hors de l a  cel lule .  

Pour conclure  ce c h a p î t r e ,  il nous semble i n t é r e s s a n t  de rappeler 

quelques points concernant l e  métabolisme d u  cholestérol chez 1 'homme, e t  son 

transport dans l e s  LP. Le cholestérol de l'organisme se r épa r t i t  schématiquement 

en deux "pools" en interrelations dont l a  vitesse de "turn-overl' e s t  différente: 



* un "pool A" à échange rapide assimilable au cholestérol plasmatique, hépatique 

e t  intest inal  ; 

* un "pool B" à échange len t  représenté par l e s  autres t i s s u s .  

 entrée e t  l a  s o r t i e  du système s e  fon t  presque exclusivement par 

l e  pool A. 

Les entrées proviennent : 

- du cholestérol exogène absorbé au niveau intest inal  (environ 200mg par 

jour) ne dépassant pas 10  % de l a  quantité ingérée aux taux d'ingestion l e s  plus 

élevés, 

- du cholestérol endogène synthétisé essentiellement (environ 800mg/jour) 

par l e  foie e t  1 ' intest in .  Toutes l e s  ce l lu l e s  de l'organisme peuvent cependant 

effectuer ce t te  synthèse. 

Les sor t ies  de cholestérol sont surtout dépendantes de l 'excrét ion b i l i a i -  

re sous l e s  formes d'acides b i l i a i r e s  (400  mg par jour) e t  de s t é ro l s  neutres 

(600  mg par jour ) ,  so i t  au t o t a l  1 g par jour. De ce  f a i t ,  entrées e t  sor t ies  du 

système sont en équilibre.  

La figure ci-dessous résume ce bilan : 

cholestérol cholestérol 

alimentaire endogène 

acides s térols  

b i l i a i r e s  neutres 

400mg/jour 600mg/jour 

Pool corpore l  t o t a l  de c h o l e s t é r o l  : b i l a n  des  en t r ées  e t  des  s o r t i e s .  ..................................................................... 

Enfin, l a  figure 15, page 80 rappelle l e  rôle joué par l e s  différentes 

classes  de LP dans l e  transport du cholestérol,  amené jusqu'aux ce l lu l e s  essen- 

tiellement par l e s  LDL, puis repris  en charge par l e s  HDL af in  d ' ê t r e  excrété. 



Figure 15 

TRANSPORT DU CHOLESTEROL DANS LES LIPOPROTEINES 



- - DESORDRES ASSOCIES AU METABOLISME DES LIPOPROTEINES 



1 - LES HYPERLIPODROTEINEMI ES - ---------------- -- ---- ---- -- 

a )  Hyperlipidémies e t  hyperlipoprotéinémies - 

I l  y a hyperlipidémie lorsque l e  taux d 'un ou des deux c o n s t i t u a n t s  

l ipidiques pr inc i ~ a u x  du plasma, cholestérol e t  tr iglycérides,  dépasse de plus 

de 20  % l e  taux normal l e  plus fréquent é t ab l i  pour cne ethnie donnée en fonc- 

t ion  de l 'âge e t  d u  sexe. 

Les hyperlipidémies ne sont  pas des  a f f e c t a t i o n s  r a r e s  p u i s q u ' e l l e s  

touchent, en France, 4 à 5 % de l'ensemble de l a  population. En r éa l i t é ,  e l l e s  

témoignent d'un désordre métabolique siégeant au niveau des LP, e t  c ' e s t  pour 

c e t t e  raison que depuis 1965, à l a  sui te  de FREDRICKSON, on préfère employer l e  

terme d'hyperlipoprotéinémie au l i eu  d'hyperlipidémie. 

I l  n 'existe pas de c r i t è r e s  absolus de typage des hyperlipoprotéinémies, 

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

FREDRICKSON actuellement l a  plus admise (137) e t  c e l l e  de DE GENNES ( 9 6  ) . Les 

éléments du diagnostic biochimique comprennent eççentieliemt;,t l 'aspect du sérum 

à jeun, l e s  taux de cholestérol e t  de t r iglycérides ,  e t  l a  réparti t ion électro- 

phorétique des LP. 

Sur c e s  bases,  on d i s t i n g u e  s i x  types  principaux qui  s e  r é p a r t i s s e n t  

en t r o i s  ca t égor i e s  correspondant aux hypercholestérolémies e s s e n t i e l l e s ,  

hypertriglycéridémies majeures e t  hyperlipidémies mixtes. 

b) ~ypercholestérolémie essent iel le  - 

I l  s ' a g i t  du type I I a  c a r a c t é r i s é  par une augmentation é l e c t i v e  des 

LDL (hyperLDLémie) . La pathogénie de ce trouble semble s'expliquer par un défaut 

de catabolisme des LDL au niveau des ce l lu les  réceptrices périphériques, l i é  

s o i t  à une absence (type IIa homozygote) ou une insuffisance de récepteurs 

spéficiques (type IIa hétérozygote), so i t  à un défaut de pénétration des LDL. 

I l  s 'ensuit une diminution de 1 ' incorporation ce l lu l a i r e  du cholestérol,  avec 

levée de l ' inhibi t ion de l a  synthèse du cholestérol (figure 16 ( 3 ) ,  page 8 4 ) .  

Cet te  a f f ec t ion  s e  manifeste  par des  dépôts de c h o l e s t é r o l  l o c a l i s é s  

sur tout aux tendons, mais touchant également d 'autres t issus.  Les conséquences 

l e s  plus graves en sont 1 'athérosclérose précoce e t  l e s  a t te in tes  coronariennes 

( infarctus) .  



c ) Hypertr iglycér idémies majeures - 

- type 1 ou hyperchylomicronémie essentielle - 
L'anomalie métabolique, responsable de l'accumulation des chylomicrons, 

est une déficience en lipoprotéine-lipase. La durée de vie des chylomicrons 

est donc considérablement accrue et leur épuration par la voie normale des 

"remnants" est fortement diminuée (figure 16 (2 )  , page 84 ) . l 

Les symptômes de cette affection peuvent être très bénins. Elle se 

révèle souvent par des douleurs abdominales, dont on attribue l'origine à une 

atteinte pancréatique, complication relativement fréquente de l'hypertriglycéri- 

démie. 

La taille des chylomicrons et leur faible teneur en Apo B rendent compte 

de leur absence de pénétration dans la paroi artérielle, et de leur non-fixation 

sur les récepteurs des cellules musculaires lisses artérielles, et 1 'on conçoit 

que l'hyperchylomicronémie ne comporte pas de risque athérogène. 

- type IV ou hypertriglycéridémie familiale à VLDL - 
Ce type d1hyperlipoprotéinémie (hyperVLDLémie) est très fréquemment 

rencontré. C'est vraisemblablement encore un cadre hétérogène où plusieurs 

étiologies sont possibles (figure 16 bis ( 5 ) ,  page 85 ) .  

Dans certains cas, il semble que l'anomalie porte uniquement sur une 

synthèse accrue de VLDL favorisée par de nombreux facteurs (glucose, alcool, 

hormones lipolytiques). Dans d'autres cas, elle serait en rapport avec un 

catabolisme insuffisant des VLDL avant le stade des IDL, en rapport avec une 

diminution de l'activité de la lipoprotéine-lipase. 

Le diabète est souvent associé à cette hypertriglycéridémie, de telle 

sorte que 1 'hyperlipidémie d 'origine diabétique est di££ ic ile à dissocier de 

llhypertr iglycér idémie primitive. Elle s'accompagne souvent d 'obésité, parfois 

dlhyperuricémie. Les complications cardiovasculaires de cette maladie sont 

fréquentes mais surviennent à un âge plus avancé que dans les types II et 

III. Le risque athérogène de llhyperVLDLémie est cependant modéré compte tenu de 

la faible teneur en cholestérol des VLDL et du rapport Apo B/Apo C relativement 

faible de ces LP. 

- Le type V ou hypertriglycéridémie mixte - 
La présence simultanée de chylomicrons et d'un excès de VLDL peut se 

rencontrer dans des cas familiaux relativement rares. Hormis la sensibilité 



1 'aLcool qui 3:,nne ce  type dlhypertriyl;.céridémie, OP ne connait pas l ' é t io lo -  

si0 dans l a  majoritd des cas connus. 

Le tlype ;J (ic<pend à l a  fo is  des graisses (chylomicrons) e t  des glucides 

(:GDL). I l  rassiimt-)Io Les caractéristiques des types 1 e t  IV, e t  l 'hypertriglycé- 

r idémie semble en rapport avec u n  déf ic i t  de l a  lipoprotéine-lipase extrahépa- 

tique (figure 16 b i s  ( 6 ) ,  page 85 ) . Les symptômes de ce t te  affection peuvent 

ê t r e  t r è s  discrets .  Les complications cardiovasculaires sont rares ou tardives. 

L a  panc réa t i t e  e t  l e s  douleurs  abdominales sont à redouter ,  e t  l e  d i abè te  

s 'associe assez fréquemment. 

d) Hyperlipidémies mixtes - 

- Le type IIb - 
L'hyperlipidémie mixte où l 'on voit à l a  fo is  une augmentation des LDL 

e t  des VLD?. e s t  vraisemblablement l a  résultante : 

* du degré de surproduction hépatique de VLDL, 

* de l ' e f f i cac i t é  du catabolisme intravasculaire des VLDL en LDL, 

* de l a  vitesse d'épuration plasmatique des LDL. 

Les symptômes de c e t t e  maladie sont assez voisins de ceux de l'hypercho- 

lestérolémie familiale. I l s  dépendent essentiellement du taux de l a  cholestéro- 

lémie qui e s t  souvent moins élevée que dans l e  type IIa .  

Le type IIb e s t  t r è s  athérogène, e t  sa  fréquence e s t  de l 'o rdre  de 1 à 3%. 

- Le type I I I  - 
Le lipidogramme d ' u n  type I I I  révèle l a  présence d'une 6-LP anormalement 

é ta lée  de mobilité intermédiaire entre l e s  6 -  e t  pré-R-~p. Il s ' ag i t  d'une 

famille de LP de type LDL légère, de densités comprises entre 1,010 e t  1,060 g/ml 

e t  dont l a  composition correspond à des intermédiaires entre VLDL e t  LDL r e l a t i -  

vement proches desLDL mais contenant encore une cer taine quantité de t r ig lycér i -  

des e t  des protéines, notamment des Apo E. 

~ ' h y p e r  lipoprotéinémie de type I I I  s e r a i t  l a  conséquence d 'un blocage 

intervenant au niveau de l a  délipidation transformant l e s  VLDL en LDL, e t  créant 

a ins i  en amont des LDL une accumulation des particules intermédiaires précédem- 

ment dé£ inies (figure 16  b is  ( 4 ) ,  page 85 ) . 
Le mécanisme exact du blocage n'est  pas connue e t  l e s  su je t s  affectés  par 

c e t t e  anomalie présenteraient éventuellement une insuffisance en Apo E - I I I ,  
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alors que l a  concentration totale  en Apo E dans l e s  VLDL de ces sujets  e s t  

nettement plus élevée que ce l l e  des su je t s  normaux. 

Ce type relat ivement  r a r e  d 'hyperl ipoprotéinémie a un haut p o t e n t i e l  

athérogène en rapport avec l e  f a i t  que l e s  LP intermédiaires t r è s  riches en Apo 

E,  mais également enrichies en Apo B e t  en es te rs  de cholestérol,  peuvent ê t r e  

fixées aux récepteurs ce l lu la i res  pour y ê t r e  catabolisées. 

L'ensemble des données concernant ces six types d'hyperlipoprotéinémier 

e s t  rassemblé dans lestableaux 9 e t  g b i s ,  pages 89et90 ) .  

2- ABSENCE CONGENITALE DE 6-LP OU a-P-LIPOPROTEINEMIE - ...................................................... 

~ é c r i t e  pour l a  première fo i s  en 1950, ce t t e  maladie peut entraîner des 

complications rapidement fa ta les  par 1 'absence d 'absorption des l ipides e t  des 

vitamines liposolubles. Elle résulte d'une déficience en Apo B I  nécessaire à l a  

formation des VLDL e t  des chylomicrons. 

Le diagnostic peut ê t r e  f a i t  par l 'analyse électrophorétique e t  immuno- 

élec trophorétique du sérum, démontrant 1 'absence de 6-LP. En f a i t ,  1 'a-f3-lipo- 

protéinémie e s t  un désordre métabolique affectant toutes l e s  LP plasmatiques e t  

on re t rouve ,  chez l e s  p a t i e n t s  a t t e i n t s  de c e t t e  maladie, deux c l a s s e s  de 

particules lipoprotéiques c irculantes : 

* une première classe "LDL" dont l a  durée de vie es t  t r è s  brève, de l 'o rdre  

de quelques minutes, constituée de particules ayant l e s  propriétés de f lo t ta t ion  

des LDL possédant l e  polypeptide cons t i tu t i f  de base de HDL, mais dont l e s  

propriétés physiques ne correspondent n i  à ce l l e s  des HDL, n i  à ce l les  des 

LDL , 
* e t  une seconde classe comprenant des particules type HDLz qui présentent 

un dé£ aut d 'es tér i f icat ion du cholestérol.  Comparées aux LP normales, e l l e s  

sont respectivement plus e t  moins riches en sphingomyéline e t  léci thine.  

Enfin, l o r s  de c e t t e  affection, les  particules HDL possèdent quelques 

polypeptides habituellement absents de leur composition. 

3- ABSENCE CONGENITALE D'CL-LP OU MALADIE DE TANGIER - - ..................... --- -------------- - ------ ----- 

Le premier cas d'absence d ' a-LP plasmatiques a é t é  étudié par FREDRICKSON 

en 1961, sur un malade de l ' î l e  de Tangier aux U.S.A. Les symptômes princi- 

paux de cet te  affection touchent l e  système réticulo-endothélial qui se charge 

en e s t e r s  de cholestérol. 



Les formes homozygotes d e  l a  ma lad ie  d e  Tangier  se c a r a c t é r i s e n t  pa r  

une hypocho les té ro lémie ,  une h y p e r t r i g l y c é r i d é m i e  modérée, l a  p résence  d e  

chy lomicrons  anormaux e t  d e  t r è s  f a i b l e s  t a u x  d e  HDL ( 0 , 5  à 4 , 5  % d e s  v a l e u r s  

normales ,  pouvant  a t t e i n d r e  50 % c h e z  l e s  h é t é r o z y g o t e s ) .  Les t a u x  dlApo A-1 e t  

A - I I ,  a p o p r o t é i n e s  majeures  d e s  HDL, s o n t  t r è s  m o d i f i é s  c h e z  ces malades ,  

n ' a t t e i g n a n t  r e spec t ivement  que 1 e t  7 % d e s  pourcen tages  normaux, l e u r s  r ap-  

p o r t s  m o l a i r e s  r e s p e c t i f s  é t a n t  d e  1/12 ( a l o r s  q u ' i l s  s o n t  e n v i r o n  3/1 c h e z  l e s  

s u j e t s  normaux).  C e r t a i n s  p a t i e n t s  p r é s e n t e n t  même d e s  p a r t i c u l e s  HDL ne possé-  

d a n t  que d e  1 ' A p o  A - I I .  Ceci  p e u t  s ' e x p l i q u e r  pa r  une v i t e s s e  d e  c a t a b o l i s m e  

d i f f é r e n t e  à l a  f o i s  d e s  HDL e t  d e s  d i f f é r e n t e s  a p o p r o t é i n e s  s e l o n  q u ' i l  s ' a g i s -  

se d e  s u j e t s  normaux, o u  d e  malades  homozygotes ou h é t é r o z y g o t e s .  En e f f e t ,  l a  

d u r é e  d e  v i e  d a n s  l e  plasma d e s  HDL d e s  p a t i e n t s  e s t  t rès  i n f é r i e u r e  à c e l l e  d e s  

s u j e t s  normaux e t  d e  p l u s ,  c h e z  l e s  homozygotes, 1'Apo A-1 est  c a t a b o l i s é e  

beaucoup p l u s  v i t e  que 1 ' A p o  A - I I .  

La d i s t r i b u t i o n  d e s  Apo A est également  d i f f é r e n t e  : c h e z  l e s  s u j e t s  

normaux e t  h é t é r o z y g o t e s ,  l a  p l u s  g rande  p a r t i e  s e  t r o u v e  d a n s  l a  f r a c t i o n  HDL, 

t a n d i s  que  c h e z  l e s  homozygotes 1'Apo A-1 s e  r e t r o u v e  s u r t o u t  d a n s  l e s  VLDL, les 

LDL e t  l a  f r a c t i o n  d e  d e n s i t é  s u p é r i e u r e  à 1,21,  e t  1 ' A p o  A - I I  d a n s  l e s  VLDL e t  

les LDL. 

Bien q u e  p r é s e n t e  à un t a u x  t r è s  f a i b l e  dans  c e t t e  a f f e c t i o n ,  1'Apo A-1 

es t  t o u t  à f a i t  comparable  q u a n t  à s a  compos i t ion  p r o t é i q u e  e t  ses p r o p r i é t é s  

immunologiques à 1 ' A p o  A-1 d 'un  plasma normal. Une hypothèse  p o s s i b l e  p e r m e t t a n t  

d ' e x p l i q u e r  cet te dé£  ic i e n c e  q u a n t i t a t i v e  p o u r r a i t  ê t re  ce l le  d 'un d é f a u t  d e  

s y n t h è s e  d e  l ' a p o p r o t é i n e  pa r  l e  malade,  ma i s  aucune p reuve  r é e l l e  n ' e s t  appor-  

tée d a n s  ce s e n s .  En f a i t ,  a p r è s  a d m i n i s t r a t i o n  d 'un  r e p a s  g r a s  à un p a t i e n t ,  o n  

n o t e  une s y n t h è s e  i n t e s t i n a l e  t r è s  n e t t e  d'Apo A-1 e t  une é l é v a t i o n  d e  son t a u x  

d a n s  l e  p lasma,  e t  il s e m b l e r a i t  p l u t ô t  qu 'on s o i t  e n  p r é s e n c e  dans  cet te 

anomal ie  d ' u n  métabolisme anormal d e s  chylomicrons .  On s a i t  d é j à  que c h e z  

l'homme, les Apo A d e s  chy lomicrons  s e r v e n t  d e  p r é c u r s e u r s  pour l e s  A p o  A 

d e s  HDL, e t  les  malades a t t e i n t s  d e  l a  ma lad ie  d e  Tangier  a y a n t  probablement un 

d é f a u t  d e  ce p r o c e s s u s  d 'échange p o s s é d e r a i e n t  d e  1 ' A p o  A-1 à un t a u x  anormale- 

ment é l e v é  d a n s  les VLDL e t  LDL. 

4- ABSENCE CONGENITALE DE LECTHINE-CHOLESTEROLACYL-TRANSFERASE (LCAT) - ..................................................................... 

11 s ' a g i t  d 'une  a f f e c t i o n  t rès  r a r e  d o n t  l a  p a t h o g é n i e  b iochimique e s t  

r e l a t i v e m e n t  b i e n  é l u c  i d é e .  L ' a n a l y s e  d e s  1 i p i d e s  p l a s m a t i q u e s  permet l e  d i a g -  

n o s t i c  p a r  l e  t a u x  t r è s  f a i b l e  d e  c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  e t  p a r  l ' a b s e n c e  de  



LCAT. Les conséquences de c e t t e  dé f i c i ence  por ten t  sur l a  s t r u c t u r e  e t  l e  

métabolisme des LP : l es  HDL e t  l e s  LDL anormales se présentent au microscope 

électronique non comme des sphères, mais comme des disques empilés en rouleaux. 

I l  s u f f i t  de l e s  incuber avec un sérum normal contenant l'enzyme LCAT pour 

qu 'e l les  deviennent sphériques sous 1 'ef £et de l a  transformation du cholestérol 

en es te rs  de cholestérol plus hydrophobes. 

L'absence d 'es tér i f icat ion du cholestérol pourrait entraîner 1 accumula- 

t ion de produits intermédiaires de l a  dégradation des VLDL comme on en observe 

dans l e  plasma au cours de l a  cholestase (lipoprotéines X riches en lécithines,  

en cholestérol l i b r e  e t  contenant des Apo C e t  de l a  sérumalbumine). 

La teneur du plasma en Apo A e t  B e s t  notablement abaissée ; l 'hyperlipi-  

démie qui apparaît chez ces  patients peut résu l te r ,  d'une part  des al térat ions 

rénales, d'autre par t  de l a  diminution de captation des LP par l e  foie.  

5- LES HYPO-B-LIPOPROTEINEMIES - ---- ---- ----- -- ------------- -- 

Le cadre de ces troubles métaboliques e s t  encore mal connu. On décri t  

sous l e  nom de maladie d'ANDERSON u n  syndrome rappelant  l ' i n t o l é r a n c e  aux 

graisses de l'a-B-lipoprotéinémie, mais où sont présentes des quantités plus ou 

moins importantes de B-LP. L'étiologie de c e t t e  affection n 'es t  pas élucidée ; 

il e s t  possible que l'anomalie porte aussi sur l e s  Apo B. 

6- LES HYPER-a- LIWPROTEINEMIES - ................................ 

~'hyper-a-lipoprotéinémie familiale e s t  un désordre héréditaire siégeant 

au niveau desa -LP e t  décr i t  récemment par GLUECK (153). I l  se caractér ise  par un 

taux élevé de cholestérol au niveau des HDL. 

Cette anomalie peut également ê t r e  secondaire à diverses a t t e in t e s  hépati- 

ques, à lfalcoolisme, à l a  prise d'oestrogènes, à certaines conditions de vie e t  

à 1 'environnement (par exemple favorisée après exposition à des pest ic ides 

chlorés hydrocarbonés). Certains de ces  facteurs sont connus comme agissant au 

niveau du réticulum endoplasmique du foie ,  e t  il semble q u ' i l s  induisent une 

augmentation des HDL par l e  biais  d'une stimulation de l a  synthèse protéique, en 

l'occurence de 1'Apo A-1, apoprotéine majeure de ces LP. 



TABLEAU g 

CLASSIFICATION OMS DES HYPERLIPOPROTEINEMIES 

Type 

1 
H y p e r t r i -  
g l ycé r idé -  
mie exogène 

I I a  
Hypercho- 
1 es t é r o  1 émie 
essen t i e l  l e  

I I b  
m ix te  
( I I  + I V )  

, 

Aspect du p l  asma 
Cho1 e- 

4 44 

444  

Avant dé- 
can ta t i on  

crémeux 
(mol écu1 e 
vo l  umi- 
neuse 
100- 1000nm) 

c l  a i  r 

c l a i r  ou 
1 actescent  

Après dé- 
can ta t i on  
12h à +4"C 

décantat ion 
++ surna- 
geant cré- 
meux t r è s  
1 éger 
( d  0,94) 

c l a i r  

c l a i r  ou 
l ac tescen t  

T r i g l y -  
cérides 

4 4.r 

4 

+ - 

4 4 

U l t r a -  
c e n t r i  f u -  

ga t i on  

4+4 
chylomi- 
crons 

44  

L DL 

LDL 
4 e t  

VLDL 

E l  ec t ro -  
phorese 

1.41. 
chylomi- 
crons 

4 4 

bê ta- l ipo-  
p ro té ine  

bêta e t  
prébêta- 4 
1 i popro- 
t é i  nes 

Troubles 
initiaux 

1 i p o p r o t é i -  
ne 1 ipase 
(PHLA) 4 

mauvais ca- 
tabo l  isme 
des LDL 

ipidémie Hyper- 
i n d u i t e  par  

. 1 i p i d e s  

.régime 
hyperca- 
l o r i q u e  

1 i p i  des ? 

. g 1 u c i  des 

.a l  cool 

* 

Fréquence 
e t  mode de 

t ransmiss ion 

. r a r e  autosomi- 
que récess i f  

.découverte 
dans l a  p e t i -  
t e  enfance 

. f réquent  

. autosomique 
domi nan t 

.60-70% des 
hyper l  i p i  dé- 
mies i n fan -  
t i l e s  

. f réquent  

Caracté- 
r i s t i q u e s  
p r i n c i p a l  es 

.pas d 'obés i té  

. non athéro- 
gène 

.douleurs 
abdomi na1 es 
(pancréas) 

. plaque 
d'athérome 

.athérome 



TABLEAU 9 bis 

CLASSIFICATION OMS DES HYPERLIPOPROTEINEMIES 

Troubles 
i n i t i a u x  

bêta1 ipopro- 
téines en- 
richies en 
triglycé- 
r i  des 

augmenta- 
tion de 
synthèse 

1 ipopro- 
t é i  ne 
l ipase 
saturée 

Hyper- 
ip i  

induite par 

. gl uci des 

. al cool 

. gl ucides 

. l  ipides 

b 

Type 

1 I I  

1 V 
Hypertri- 
glycéri dé- 
mie 
endogène 

V 
Hypertri- 
glycéridé- 
mie mixte 
(1 + IV) 

4 

Fréquence 
e t  mode de 

transmission 

rare 

Caracté- 
r is t iques 
principales 

.athérome 

. diabète 
(1/3 des cas) 

Trigly- 
cérides 

" 

f + 

+++ 

Chole-  

+ 

+ 
+ - 

+ 

Aspect du plasma 
r 

Avant dé- 
cantation 

c l a i r o u  
lactescent 

lactescent 

crémeux ou 
lactescent 

.assez fréque 

. autosornique 
domi nant 

Ultra- 
centrifu- 
gation 

LDL 
anormales 
(flottantes) 

' VLDL 

+ chylo- 
microns 

+ VLDL 

Après dé- 
cantati on 
12h à +4"C 

c l a i r o u  
lactescent 

lactescent 

décantation 
possible 
avec sous- 
nageant 
1 actescent 

rare 

El ectro- 
phorèse 

bêta 1 ipo- 
protéines 
"larges" 

prébêta- 
1 i popro- 
téines 
(l ipo- + 

microns) 

+ prébêta- 
1 i po- 

f chylo- 
microns 

. obési t é  

.diabète 

.troubles pan- 
créati  ques 
. athérome 



F - LIPOPROTEINES ET ATHEROSCLEROSE 



1-  ROLE DES LIPOPROTEINES DANS LA GENESE DE LA PLAQUE D'ATHEROME - ................................................................ 

a )  Athérosclérose e t  athéromatose - 

La paro i  a r t é r i e l l e  comporte t r o i s  tuniques superposées : 1 ' int ima,  

l a  média e t  l 'adventice externe. Athérome e t  athérosclérose caractérisent l a  

pathogénie vasculaire : 

* 1 'athéromatose correspond à l a  format ion d'une plaque lipidique sous-intimale, 

* l 'athérosclérose e s t  définie par l'ensemble d ' u n  dépôt athéromateux, d'une 

calcif icat ion e t  d 'une sclérose. 

Les hyperlipoprotéinémies figurent au tout premier rang des facteurs de  

risque athérogènes : ces facteurs sont de diff  érents ordres (hypertension, 

obésité,"stress",  hérédité, tabagisme) e t  présentent de nombreuses interactions. 

b) Lipoprotéinémies e t  athérogénèse - 

Les lésions i n i t i a l e s  du  processus athéromateux siègent au niveau de l a  

jonction intimo-médiale des a r tè res  e t  consistent en une accumulation locale 

in i t i a l emen t  i n t r a - c e l l u l a i r e  de  g r a i s s e s  e t  par t icu l iè rement  d ' e s t e r s  de 

cholestérol importés d u  plasma. 

Les LP plasmatiques pénètrent l a  paroi a r t é r i e l l e  par un mécanisme d'insu- 

dation dépendant de leur concentration e t  de l a  pression moyenne de f i l t r a t ion .  

Les VLDL e t  surtout l e s  LDL riches en l inoléate de cholestérol sont captées par 

l e s  ce l lu les  musculaires l i s s e s  de l a  paroi e t  l e  cholestérol e s t  hydrolysé. 

Le cholestérol l i b re  e s t  s o i t  incorporé dans l a  membrane plasmique, so i t  

réestér i f  i é  e t  stocké dans l a  ce l lu l e  essentiellement sous forme d 'esters.  

Les HDL qui pénètrent également l a  paroi a r t é r i e l l e  peuvent capter l e  cholesté- 

ro l  l i b re  de l a  membrane, pratiquant a ins i  son épuration. 

Un excès de pénétration de LDL, conséquence d'une concentration plasmati- 

que élevée, d 'une augmentation de l a  pression de f i l t r a t i o n  , d 'une hyperperméa- 

b i l i t é  locale,  provoque une accumulation de cholestérol, l a  multiplication des 

c e l l u l e s  musculaires l i s s e s  e t  l eu r  migration vers  l e s  l é s i o n s  in t imales .  

~héor iquement ,  une carence en HDL,  engendrant une épura t ion  i n s u f f i s a n t e ,  

pourrait également conduire à une accumulation intra-cellulaire de cholestérol 

e s t é r i f i é  y compris pour un niveau normal de cholestérol LDL. 

Ultérieurement, l e s  ce l lu les  musculaires l i s s e s  saturées de cholestérol ne 

captent plus l e s  VLDL e t  l e s  LDL qui s'accumulent dans l a  paroi vasculaire, 



conduisant à des dépôts extra-cel lulaies  de l inoléate  de cholestérol non 

épur able par l e s  HDL e t  inducteurs de fibrose. 

Dans l'hyperlipoprotéinémie de type I Ia ,  où l'hyperLDkholestérolémie 

e s t  génétiquement déterminée par 1 ' insuffisance ou 1 'absence de récepteurs 

ce l lu la i res  de LDL, il e s t  possible que l e s  ce l lu les  musculaires l i s s e s  aor t i -  

ques se comportent comme des ce l lu les  macrophagiques fixant e t  dégradant l e s  LDL 

par un processus n'impliquant pas l e s  récepteurs spécifiques. Dans c e t t e  hypo- ' 

thèse, du f a i t  de taux élevés de LDL, l a  ce l lu l e  musculaire l i s s e  accumule des 

taux importants d 'es ters  de cholestérol responsables d 'une cytotoxici té ,  d 'une 

multiplication ce l lu l a i r e  e t  de l a  formation de l a  plaque athéromateuse. 

Une corrélation s ignif icat ive entre l a  présence d'une hyperlipoprotéinémie 

e t  l e  risque d'athérosclérose e s t  mise en évidence lors  de t r è s  nombreuses 

études épidémiologiques : 

* The Honollulu Heart Study ( 2 8 ) ,  

* The Tecumsen Study (330 , 
* The Framingham Study (203, 

* The Stockholm-Edinburg Comparison Study (263) , 
* The Evans Country Cardiovascular Study (369 1 

*  onn nées du Groupe f r a n ç a i s  d 'é tude sur 1 'épidémiologie de 1 'a thérosc lé-  

rose (109. 

I l  r e s s o r t  de c e s  enquêtes prospec t ives  que l ' a t h é r o s c l é r o s e  e s t  en 

relation é t ro i t e  avec l e  niveau de l a  cholestérolémie e t ,  à un degré moindre, 

avec celui de l a  triglycéridémie. La corrélation e s t  particulièrement net te  dans 

l e  cas de l 'athérosclérose coronarienne ; e l l e  l ' e s t  moins dans l e s  localisa- 

t ions cervico-encéphaliques où l'hypertension a r t é r i e l l e  joue l e  rôle princi- 

pa l  a i n s i  que dans l e s  a r t é r i t e s  des  membres i n f é r i e u r s  où l ' i n t o x i c a t i o n  

tabagique se s i tue  au premier rang des facteurs de risque. 

2- LIPOPROTEINES ATHEROGENES ET LIPOPROTEINES ANTI-ATHEROGENES - ............................................................... 

De nombreux travaux épidémiologiques confirment l e  rôle  athérogène des 

LP de t r è s  basse e t  surtout de basse densités,  a insi  que l ' ac t ion  anti-athéro- 

gène des LP de haute densité,  montrant notamment une corrélation t r è s  significa- 

t ive  entre l a  concentration plasmatique des HDL e t  l'incidence des cardiopathies 

ischémiques. 



P a r  un d o s a g e  é l e c t r o i m m u n o l o g i q u e  d e  1 ' A p o  B a u  n i v e a u  d e  p l u s i e u r s  

t i s s u s  ( f o i e ,  poumon, r a t e ,  r e i n ,  myocarde e t  muscle s q u e l e t t i q u e ) ,  d e s  a u t e u r s  

mont ren t  récemment (180) que  1 ' i n t i m a  a r t é r i e l  e s t  b i e n  l e  s i te  p r i m a i r e  d ' a t h é -  

rogénèse .  I l  e x i s t e  même au n i v e a u  d e  l a  l é s i o n  a t h é r o s c l é r e u s e  d e s  r é g i o n s  

d i f f é r e n t e s  d ' u n  p o i n t  d e  vue morphologique p r é s e n t a n t d e s  a f f i n i t é s  p l u s  o u  

moins f o r t e s  pour 1'Apo B ;  Gelle-ci é t a n t  beaucoup p l u s  so l idement  l i ée  aux 

r é g i o n s  n é c r o t i q u e s  qu 'aux r é g i o n s  f i b r o t  i q u e s  (181 ) . Enf i n ,  l e s  p a r t i c u l e s  

isolées d e  p l a q u e s  f i b r o t i q u e s ,  comparées aux LP p l a s m a t i q u e s  ou à celles d e  

1 ' i n t i m a  normal,  s o n t  moins r i c h e s  e n  c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  e t  t r i g l y c é r i d e s ,  e t  

o n t  un r a p p o r t  l i n o l é a t e / o l é a t e  p l u s  f a i b l e  079.  

P a r  c o n t r e ,  d e  t r è s  n o m b r e u s e s  é t u d e s  r é c e n t e s  m o n t r e n t  q u e  l e s  HDL 

e x c e r c e n t  un pouvoir  p r o t e c t e u r  v i s - à - v i s  d e  l ' a t h é r o s c l é r o s e  . Nous f e r o n s  à c e  

s u j e t  q u e l q u e s  r a p p e l s  ép idémio log iques  d a n s  l e  pa ragraphe  s u i v a n t .  

A i n s i ,  d ' a p r è s  RHOADS e t  col l .  @ B I ) ,  l e  r i s q u e  a t h é r o g è n e  e s t  p r o p o r t i o n -  

n e l  a u  t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  LDL e t  inversement  p r o p o r t i o n n e l  a u  t a u x  d e  c h o l e s t é -  

rol-HDL ( f i g u r e  17, page 9 4 )  , e t  GLUECK e t  coll .  (149) c a l c u l a n t  l e  pourcen tage  

d e  l o n g é v i t é  c h e z  h u i t  f a m i l l e s  a t t e i n t e s  d 'une  hypo-6 -1ipoproté inémie  e t  d i x  

h u i t  f a m i l l e s  a t t e i n t e s  d ' u n e  hyper-a-lipoprotéinémie, o b t i e n n e n t  un pourcen tage  

t r è s  ne t t ement  a c c r u  pa r  r a p p o r t  à l a  "moyenne amér ica ine" ,  e t  montrent  q u e  l e s  

a c c i d e n t s  a r t é r i o p a t h i q u e s  s o n t  p ra t iquement  i n e x i s t a n t s  dans  ces f a m i l l e s .  D e  

même,  llhyperHDLémie e t /ou  l ' h y p o ~ ~ ~ é m i e  s o n t  r e n c o n t r é e s  h a b i t u e l l e m e n t  c h e z  

l e s  o c t o g é n a i r e s  050) . 

RAPPELS EPIDEMIOLOGIQUES ET PREVENTION DU RISQUE ATHEROMATEUX PAR LES HDL - .......................................................................... 

a )  V a r i a t i o n s  d e s  t a u x  d e  HDL - 

Les t a u x  c i r c u l a n t s  d e  HDL s o n t  soumis à d e  t rès  nombreuses v a r i a t i o n s  

p h y s i o l o g i q u e s  e t  p a t h o l o g i q u e s .  A i n s i ,  il f a u t  ê t r e  t r è s  p r u d e n t ,  e t  t o u t e  

a p p r é c i a t i o n  q u a n t i t a t i v e  d e s  HDL d o i t  p rendre  en  compte soigneusement l e  rôle 

é v e n t u e l  d e  c e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s .  

- V a r i a t i o n s  phys io log iques  - 
Le c h o l e s t é r o l  e s t  e n  é t ro i te  c o r r é l a t i o n  avec l e  t a u x  c i r c u l a n t  d lApo A-1 

e t  les v a r i a t i o n s  d e  l ' u n  e t  d e  l ' a u t r e  en f o n c t i o n  d e  l ' â g e  e t  du s e x e  s o n t  

p a r a l l è l e s .  A i n s i ,  l e  c h o l e s t é r o l - H D L  e t  1'Apo A-1 s o n t  p l u s  é l e v é s  c h e z  l a  

femme que c h e z  l'homme ( 12 , 3 0 5  ) .  De p l u s ,  e n  f o n c t i o n  d e  l ' â g e  o n  o b s e r v e  une 
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augmentat ion p a r a l l è l e  d e  c e s  t a u x  jusqu 'à  l a  ménopause, a p r è s  l a q u e l l e  les  

v a l e u r s  t e n d e n t  à diminuer .  Par c o n t r e ,  chez  l'homme, l e s  v a l e u r s  s o n t  p l u s  

s t a b l e s  ( t a b l e a u  10 ,  page 96) ( 23) . 
D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  é t u d e s  ép idémio log iques  r é v è l e n t  d ' i m p o r t a n t e s  d i f f é r e n -  

c e s  du cholestérol-HDL e n  f o n c t i o n  d e s  p o p u l a t i o n s  examinées. A i n s i ,  l e s  t a u x  

s o n t  généralement  p l u s  é l e v é s  chez  l e s  Esquimaux, l e s  I n d i e n s  Tarahumara, l e s  

N o i r s  a m é r i c a i n s .  En e f f e t ,  p a r m i  l e s  f a c t e u r s  p o u v a n t  i n f l u e n c e r  l e  t a u x  

c i r c u l a n t  d e s  HDL, l e  f a c t e u r  g é n é t i q u e  a p p a r a i t  t rès important  (365). 

- V a r i a t i o n s  pa tho log iques  - 
Parmi l e s  pr  i n c  ipaux f a c t e u r s  i n f l u e n ç a n t  l e s  t aux  p lasmat iques  d e s  HDL 

c i r c u l a n t e s ,  il c o n v i e n t  d e  c o n s i d é r e r  : 

* l es  f a c t e u r s  n u t r i t i o n n e l s  parmi l e s q u e l s  l a  s u r c h a r g e  pondéra le  ( 2 4  ) ,  un 

régime e n r i c h i  en  h y d r a t e s  d e  ca rbone  (390 ou  e n  g r a i s s e s  p o l y i n s a t u r é e s  627) , 
i n d u i s a n t  une d iminu t ion  d e s  HDL, ou  l ' a l c o o l  q u i  pa r  c o n t r e  a f f e c t e  l es  t a u x  e n  

d é t e r m i n a n t  une é l é v a t i o n  ( 38 ) . Les e f f e t s  du  c h o l e s t é r o l  a l i m e n t a i r e  s u r  l e  

métabolisme d e s  HDL n e  s o n t  p a s  b i e n  connus.  

* L ' a c t i v i t é  physique,  d e s  é t u d e s  a y a n t  montré que l e s  c o u r e u r s ,  les s k i e u r s ,  

l e s  b û c h e r o n s  (396 p r é s e n t e n t  un t a u x  p l a s m a t i q u e  d e  c h o l e s t é r o l - H D L  p l u s  

é l e v é  que l e s  s u j e t s  c o n t r ô l e s  du même âge.  

* Les hormones, a y a n t  f a i t  l ' o b j e t  d e  t r è s  nombreux t ravaux ,  compte t e n u  en  

p a r t i c u l i e r  d e s  d i f f é r e n c e s  o b s e r v é e s  en f o n c t i o n  du sexe  (50 ) .  Chez l'homme, 

l ' a d m i n i s t r a t i o n  d ' o e s t r o g è n e s  augmente l e  t a u x  du cholestérol-HDL, à l ' i n v e r s e  

ce l l e  d e  m é t h y l - t e s t o s t é r o n e  l e  diminue. L ' a d m i n i s t r a t i o n  d ' o e s t r o g è n e s  à d e s  

femmes ménopausées r e l è v e  l e  t a u x  de  choles térol -HDL.  Les e f f e t s  d e s  c o n t r a c e p -  

t i f s  o r a u x  s o n t  f o n c t i o n  d e  l e u r  c o m p o s i t i o n  r e s p e c t i v e  e n  o e s t r o g è n e s  e t  

p r o g e s t a t i f s ,  e t  les t a u x  augmentent en  f o n c t i o n  d e  l a  t eneur  en  o e s t r o g è n e s ,  e t  

d iminuen t  e n  f o n c t i o n  d e  l a  t e n e u r  en  p r o g e s t a t i f s .  

* D e s  médicaments parmi l e s q u e l s  c e r t a i n s  augmentent l e  t a u x  d e s  HDL ( l e  c l o f i -  

b r a t e ,  1 ' a c i d e  n i c o t i n i q u e ,  l a  phény to ïne)  ( 328 ) , e t  d ' a u t r e s  l e  d iminuent  ( l e  

c o l e s t i p o l ,  1 ' h y d r o - c h l o r o t h i a z i d e )  691) . 
* Le  t a b a c  e n t r a î n a n t  une b a i s s e  t r è s  s i g n i f i c a t i v e  d e  l a  t e n e u r  du sérum en  

HDL, l e  pourcentage d e  d iminu t ion  é t a n t  même f o n c t i o n  du nombre d e  c i g a r e t t e s  

(118) 

* C e r t a i n e s  a f f e c t a t i o n s  p a t h o l o g i q u e s  parmi l e s q u e l l e s  l e  d i a b è t e  ( 2 2 3  ) ou  

l ' i n s u f f i s a n c e  r é n a l e  ( 278 ) r e s p o n s a b l e s  d ' u n e  d iminu t ion  du cholestérol-HDL, 

les d y s l i p é m i e s  t e l l e  l a  malad ie  d e  Tangier c a r a c t é r i s é e  pa r  une absence q u a s i -  

complè te  d e s  HDL (301) ou  l e s  hyper l ipémies  q u i , q u e l  que s o i t  l e u r  t y p e ,  s 'accom- 



TABLEAU IO 

VALEURS NORMALES DU CHOLESTEROL-HDL 

EN FONCTION DE L'AGE ET DU SEXE 

(Les valeurs sont expriméesen mg/100 ml )  



pagne d ' u n e  b a i s s e  du cho les té ro l -HDL ( 3 0 8 ) ,  e t  e n f i n  l ' a t h é r o s c l é r o s e  ( 2 4 2 ) .  A 

ce propos ,  t r è s  nombreux s o n t  les arguments q u i  p l a i d e n t  e n  faveur  du r ô l e  

a n t i - a t h é r o g è n e  d e s  HDL, e t  d e p u i s  t r o i s  a n s  e n v i r o n  se développe aux U.S.A. une 

campagne d e  p r e s s e  e t  d e  p u b l i c i t é  i n c i t a n t  les  c i t o y e n s  a m é r i c a i n s  à i n c l u r e  

d a n s  l e  b i l a n  d e  s a n t é  l e  dosage  du c h o l e s t é r o l  l i é  aux LP l o u r d e s  (HDL). Une 

a f f i c h e  montrant  un esquimau, annonce : "Cet esquimau a  un t a u x  é l e v é  d e  l ipo- 

p r o t é i n e s  l o u r d e s ,  c ' e s t  une bonne n o u v e l l e  pour son c o e u r " .  

b )  R e l a t i o n s  e n t r e  l e s  l i p o p r o t é i n e s  l o u r d e s  e t  l a  f r équence  d e s  

malad ies  c o r o n a r i e n n e s  - 

D ~ S  1951 ,  BARR c o n s t a t e  a u  c o u r s  d ' u n e  é t u d e  e f f e c t u é e  a u  "New-York 

H o s p i t a l  Corne11 Medical  Center"  : 

* q u ' i l  e x i s t e  une r e l a t i o n  e n t r e  l a  d i m i n u t i o n  du t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  c o n t e n u  

d a n s  les HDL e t  l a  f r é q u e n c e  d e  l ' a t h é r o ç c l é r o s e ,  

* que l a  r i c h e s s e  e n  c h o l e s t é r o l  d e s  LP d e n s e s  du nouveau-né e s t  comparable  à 

c e l l e  du sang du l a p i n  ou du c h i e n ,  animaux p r é s e n t e n t  spontanément une g r a n d e  

r é s i s t a n c e  à l ' a t h é r o s c l é r o s e  ( t a b l e a u  11 page  98 ) , 
* qu 'avec  l ' â g e ,  l e  t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  l i é  aux HDL diminue jusqu ' à  un c i n -  

quième du c h o l e s t é r o l  t o t a l  (30)  . 
A l ' e x c e p t i o n  d e s  t r a v a u x  de  GOFMAN e n  1966 ( 1 5 3 ) ,  q u i  r a p p o r t e  que l e  

t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  c o n t e n u  d a n s  l e s  HDL est  anormalement b a s  c h e z  l e s  j e u n e s  

s u  jets déve loppan t  une malad ie  c o r o n a r i e n n e  , l e s  t r a v a u x  d e  BARR tombent d a n s  

l ' o u b l i  j u s q u ' à  c e  q u ' e n  1975, MILLER démontre qu 'un t a u x  bas  d e  c h o l e s t é r o l  d e s  

HDL a c c é l è r e  l e  développement d e  1 ' a t h é r o s c l é r o s e  c o r o n a r i e n n e  p a r  s u i t e  d  'une  

d i m i n u t i o n  d e  l a  m o b i l i s a t i o n  normale du c h o l e s t é r o l  d e  l a  p a r o i  a r t é r i e l l e  e t  

d e  son  t r a n s p o r t  v e r s  l e  f o i e  où il e s t  normalement c a t a b o l i s é  p u i s  é l i m i n é  

( 2 4 3 ) .  

E n f i n ,  e n  1977, GORDON e t  co11.(158)  r a p p o r t e n t  l e s  é t u d e s  q u ' i l s  o n t  

e f f e c t u é e s  dans  l a  p e t i t e  v i l l e  d e  Framingham aux U.S.A. q u i  a b r i t e  l a  popula- 

t i o n  l a  mieux connue médicalement du monde, p u i s q u ' e l l e  e s t  s u i v i e  d a n s  s a  

t o t a l i t é  d e p u i s  une v i n g t a i n e  d ' années .  Les t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  e t  d e s  t r i g l y c é -  

r i d e s  d e s  d i v e r s e s  f r a c t i o n s  l i p o p r o t é i q u e s  s a n g u i n e s  s o n t  mesurés e n t r e  1969 e t  

1971 c h e z  1025 hommes e t  1445 femmes â g é s  d e  49 à 82 ans .  En 1976, so i t  5  a n s  

p l u s  t a r d ,  142 d e  c e s  s u j e t s  s o n t  a t t e i n t s  d ' u n e  malad ie  c o r o n a r i e n n e  e t  42 e n  

s o n t  morts .  Les a u t e u r s  comparent à p o s t é r i o r i  l e s  t a u x  de  c h o l e s t é r o l  e t  



TABLEAU 11 

POURCENTAGE DE CHOLESTEROL PLASMATIQUE CONTENU DANS LES HDL 

Pourcentage de ch01 es térol  
pl asmatique contenu 

dans l e s  HDL 
- 

29,3 % 
C 

23,2 % 

14,l  % 

43,5 % 

83 % 

5,8 % 

52,7 % 

9,6 % 

1 

Hommes e t  Femmes 
18 - 35 ans 

Hommes e t  Femmes 
45 - 65 ans 

Survivants d'un infarc tus  
du myocarde 

Nouveau-nés 

Chien normal 

Chien avec a théroscl érose 
expérimental e 

Lapin normal 

Lapin avec athérosclérose 
expérimentale 

i 

Cho1 es térol  pl asmatique 
t o t a l  
911 

1,92 

2,45 

2,58 

0,65 

1,67 

26,98 

O ,41 

3,64 



t r iglycérides  des fractions lipoprotéiques dans l a  population épargnée e t  chez 

l e s  su je ts  a t t e in t s ,  en tenant compte également des facteurs de risques connus : 

1 'hyperglycémie, l e s  surcharges pondérales, l a  pression sanguine, l e  tabagisme. 

Il ressort  de leurs  résul ta ts  que l e  taux de cholestérol de l a  fraction HDL e s t  

l e  meilleur indicateur du risque cardiovasculaire : plus l e  taux e s t  élevé, plus 

l e  risque d'accident e t  de mort cardiovasculaire e s t  fa ib le ,  e t  cela  reste vrai  

quels que soient l e s  autres facteurs de risques, y compris l e  taux de cholesté- 

ro l  t o t a l  (figure 18, page100). 

Des enquêtes analogues effectuées à Albany, San Francisco, Porto Rico, 

Honolulu aboutissent aux mêmes conclusions, à savoir q u ' i l  exis te  une relat ion 

inverse entre  l e  taux de HDL e t  l a  fréquence des maladies coronariennes, e t  

que l'hypercholestérolémie e s t  sans valeur péjorative chez l e s  sujets  présen- 

tan t  un taux élevé de HDL (tableau 12 ,  page 101). 

Enfin,  ZILVERSMITT apporte  en 1 9 7 7  une preuve expérimentale à c e t t e  

hypothèse grâce à des constatations f a i t e s  chez l e  vison dont l a  cholestérolé- 

mie élevée, mais prise en charge à 8 0  % par l e s  HDL, ne s'accompagne jamais 

d 'athérosclérose (396) . ('a 
*LE./ 

En fonction de ces études de physiopathologie comparée, il e s t  possible 

d 'aff irmer que 1 'homme es t  1 'un  des rares mammifères à avoir des concentrations 

plasmatiques plus élevées en LDL qu'en HDL, e t  que c ' e s t  probablement l a  raison 

pour laquelle il e s t  l e  plus sensible aux maladies cardiovasculaires consécuti- 

ves à l 'athérosclérose.  La baisse des HDL, plus marquée chez l'homme que chez 

l a  femme, rend peut-être compte également de l a  plus grande fréquence de l 'a thé-  

rosclérose dans l a  population masculine. 

Ces découvertes épidémiologiques offrent  des c ib l e s  nouvelles pour des 

agents thérapeutiques mieux adaptés, ou toute autre campagne d ' ac t iv i tés  menée 

dans l e  but d'augmenter l e  taux de HDL e t  de diminuer ce lu i  des VLDL e t  des 

LDL. 



Pourcentage de r i  sque 
de mal adi e coronarienne Hommes 

'b o Femmes 
20 
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protection probabl ement 
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TABLEAU 12 

CHOLESTEROL ET INCIDENCE DE LA MALADIE CORONARIENNE 

C 

Taux de cho les téro l  t o t a l  

E l  evé 

Normal ou diminué 

Augmenté 

Normal ou diminué 

L 

Taux cho les téro l  des HDL 

Dimi nué 

Augmenté 

Augmenté 

Diminué 

Incidence de l a  maladie coronarienne 

Risque t r è s  important  

Risque t r è s  f a i b l e  

Risque p l u s  f a i b l e  que ce1 u i  habi tue1 1 ement 
pronost iqué pour un taux élevé de cho les téro l  t o t a l  

Risque p lus  important  que c e l u i  habi tue1 lement 
pronost iqué pour un taux normal ou bas de 

ch01 es té ro l  t o t a l  

B 



4- CONCLUSION PRATIQUE - ...................... 

Dans l ' é t a t  actuel de nos connaissances, il se ra i t  souhaitable d'envisager 

une réorganisation de la  prévent ion des maladies coronar iennes , mais l e s  d i£  f i- 

c u l t é s  de r é a l i s a t i o n  pra t ique  e t  l e  coût  des enquêtes épidémiologiques à 

grande échelle sont énormes. Le dernier obstacle, e t  non l e  moindre, réside dans 

1 ' impossibilité de réaliser des études prolongées sur 1 'ensemble d 'une popula- 

tion. 

En vue d'une éventuelle prévention primaire l a  plus précoce possible, 

l ' i d é a l  s e r a i t  d 'envisager un dép i s t age  systématique e t  o b l i g a t o i r e  a i n s i  

standardisé : 

* à l a  naissance, par dosage de l a  cholestérolémie dans l e  sang du cordon. En 

e f fe t ,  tout nouveau-né dont l e  cholestérol e s t  supérieure à 1 g par l i t r e  e s t  

porteur d'une hyperlipoprotéinémie génétique ; 

* à 1 an, âge auquel les  hyperlipidémies franches sont déjà détectables; 

* à 20 ans, en raison des possibi l i tés  pratiques (sélection pour l e  Service 

National chez 1 'homme, planning famil ia l  chez l a  femme) ; 

* puis tous l e s  5 ans, car de nombreuses hyperlipidémies se  démasquent plus 

ou moins tardivement, à l a  faveur de l a  prise de poids, de l a  sédentarité, des 

mauvaises habitudes alimentaires, des oestro-progestatifs à visée anticoncep- 

t ionnelle.  

Une t e l l e  perspective demeure cependant utopique, malgré l 'enjeu. 

5- LP(a) ET ATHEROSCLEROSE - .......................... 

La lipoprotéine LP(a) e s t  présente dans l e  sang de tous l e s  individus, 

mais à des concentrations extrêmement variables, e t  beaucoup d'auteurs s ' inter-  

rogent sur 1 ' incidence pathologique de c e t t e  LP. 

Sa présence dans l e s  plaques d'athéromes (377), a ins i  que de nombreuses 

études concernant l e s  fréquences d'augmentation de son taux plasmatique, sem- 

blent indiquer qu'elle e s t  athérogène. Elle a é t é  en e f fe t  trouvée avec une 

fréquence beaucoup plus élevée chez des s u  je t s  a t t e i n t s  d ' infarctus d u  myocarde 

d'athérosclérose coronarienne ou d ' a r t é r i t e  que chez des su je ts  sains ( 266 ) . 



Pour certains auteurs, la concentration en LP(a) dans le plasma d'un 

sujet hyperlipidémique est toujours augmentée, et ce, quel que soit le type de 

l'hyperlipipémie (377) ; pour d'autres, cette élévation n'existe que dans le 

type II A, une diminution intervenant même dans,les types IIb ou IV (9). OSE et 

coll. (266) montrent par ailleurs que la présence de la LP constitue un facteur 

de risque supplémentaire du développement d'une athérosclérose coronarienne 

sévère, même en l'absence de toute autre hyperlipoprotéinémie. 

Pour JAILLARD et coll. (1 94) , récemment, l'association d'une hyperlipidé- 
mie (type II A, IIb ou IV), et en particulier d'une hypercholestérolémie (type 

II A), d'une part, et la présence en quantité élevée de LP(a) circulante d'autre 

part, correspond à un risque majeur d'athérosclérose en général. 
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A- MCTHODES D'ANALYSE DES LIPOPROTCINES 



1  - L 'ULTRACENTRIFUGATION - ........................ 

l e )  U l t r a c e n t r i f u g r a t i o n  a n a l y t i q u e  - 

Dans l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e  l e  déplacement  d e s  molécu les  e s t  

s u i v i  p a r  un p r o c é d é  d ' e n r e g i s t r e m e n t  o p t i q u e  (SCHLIEREN l e  p l u s  s o u v e n t ,  

a b s o r p t i o n  U.V. ou  f r a n g e s  d ' i n t e r f é r e n c e s ) .  Les d i f f é r e n t s  c l i c h é s  pho tograph i -  

q u e s  p r i s  a p r è s  d e s  temps d e  c e n t r i f u g a t i o n  d é t e r m i n é s  p e r m e t t e n t  d e  c a l c u l e r  l a  

v i t e s s e  d e  déplacement c a r a c t é r i s t i q u e  d e  chaque f a m i l l e  d e  LP pour d e s  c o n d i -  

t i o n s  d e  d e n s i t é ,  d e  t e m p é r a t u r e  e t  d e  v i s c o s i t é  d u  m i l i e u  données.  Les concen- 

t r a t i o n s  r e s p e c t i v e s  d e s  f r a c t i o n s  i n d i v i d u a l i s é e s  peuvent  e n  o u t r e  ê t r e  dédu i -  

tes  d e  l a  s u r f a c e  d e s  p i c s  a p p a r a i s s a n t  s u r  l e s  diagrammes. 

En p r a t i q u e ,  les v i t e s s e s  d e  f l o t t a t i o n  d e s  LP d e  b a s s e  d e n s i t é  (VLDL 

e t  LDL) s o n t  m e s u r é e s  d a n s  un m i l i e u  d e  d e n s i t é  1 , 0 6 3 ,  e t  s o n t  s i m p l e m e n t  

d é s i g n é e s  p a r  l e  symbole S f ( 1 5 2 .  

b )  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e  - 

L ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  d e  f l o t t a t i o n  permet l e  f rac t ionnement  d e s  d i f f é r e n -  

tes c l a s s e s  d e  LP s e l o n  l e u r s  d e n s i t é s  e n  vue d e  les a n a l y s e r .  La compos i t ion  

l i p i d i q u e  moyenne d e  chaque c l a s s e  de  LP é t a n t  connue (339), il e s t  e n  o u t r e  

p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  p a r  c e t t e  méthode une mesure i n d i r e c t e  du t a u x  d e s  LP 

c o r r e s p o n d a n t e s  ; on p e u t  e n  e f f e t  a d m e t t r e  e n  p r e m i è r e  approximat ion l ' e x i s t e n -  

c e  d ' u n e  r e l a t i o n  dé te rminée  e n t r e  l a  masse m o l é c u l a i r e  moyenne d ' u n e  c l a s s e  

donnée de  LP e t  s a  t e n e u r  e n  c h o l e s t é r o l  p a r  exemple. C e t t e  a p p l i c a t i o n  q u a n t i -  

t a t i v e  d e  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  n é c e s s i t e  d e  ce f a i t  une r é c u p é r a t i o n  i n t é g r a l e  

d e s  f r a c t i o n s  s é p a r é e s .  

Les méthodes o r i g i n a l e s  d e  s é p a r a t i o n  d e s  d i f f é r e n t e s  LP s é r i q u e s  récla- 

ment p l u s i e u r s  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n s  à d e s  d e n s i t é s  p rogress ivement  c r o i s s a n t e s  

a j u s t é e s  in te rmédia i rement  pa r  a d d i t i o n  de  sels minéraux e t  chaque s é p a r a t i o n  

d o i t  ê t r e  p o u r s u i v i e  j u s q u ' à  ce que  l e s  LP a t t e i g n e n t  l e u r  p o s i t i o n  d ' é q u i l i b r e  

ce q u i  généra lement  demande 24  h e u r e s  (170). 

C e t t e  m é t h o d e  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e s t  t r è s  l a b o r i e u s e  e t  n é c e s s i t e  

un a p p a r e i l l a g e  coûteux.  Les m a n i p u l a t i o n s  s o n t  d e  p l u s  l o n g u e s  e t  d é l i c a t e s ,  

l ' a j u s t e m e n t  d e s  d e n s i t é s  d o i t  s e  f a i r e  avec une p r é c i s i o n  d e  l ' o r d r e  de 10'3, 

e t  b i e n  que  t o u j o u r s  c i tée  comme méthode de  r é f é r e n c e  pour l a  p u r i f i c a t i o n  d e s  

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



Un a u t r e  inconvénient majeur de c e t t e  technique r é s ide  dans l a  t r o p  

longue exposition des macromolécules à isoler  à de for tes  concentrations salines 

e t  à des forces centrifuges élevées, puvantentraîner de ce f a i t  des al téra-  

t ions de structure ( 8 7 ) .  

La qualité du fractionnement peut ê t r e  améliorée en mettant en oeuvre 

un gradient de densité. Il  s ' a g i t  d'une centrifugation isopycnique, relativement 

moins longue que l a  précédente, e t  PATSCH e t  c o l l .  (269 décrivent une méthode de 

séparation par ultracentrifugation zonale dans un gradient de densité préformé, 

permettant d'obtenir toutes l e s  LP sériques en une seule étape. Cependant, c e t t e  

technique nécessite encore un appareillage t r è s  sophistiqué. 

Nous ut i l isons au laboratoire une ultracentrifugeuse de pai l lasse (ul t ra-  

centrifugeuse Airfuge Beckman), version miniaturisée simple à turbine à a i r ,  

d 'emploi f a c i l e ,  ne n é c e s s i t a n t  que peu de sérum (600 p l )  e t  des  temps de 

centrifugation de 1 'ordre de 3 heures ( 54) . Le coût e t  l e  prix de revient de 

l a '  manipulation sont modérés, e t  ce  matériel pourrait ê t r e  u t i l i s é  plus faci le-  

ment par tous l e s  laboratoires de biologie. 

2- L'ELECTROPHORESE - 

a )  Electrophorèse qual i ta t ive - 

Rapide e t  simple, l 'électrophorèse de zone e s t  couramment u t i l i s ée  pour 

l 'analyse qual i ta t ive des LP. Son pouvoir de résolution dépend de l a  qual i té  du 

support u t i l i s é  (100) . 

- ~lectrophorèse sur papier - 
~ é a l i s é e  dans une cuve vert icale  type Durrum à pH 8,6 en tampon véronal 

additionné de sérumalbumine, l a  technique d'électrophorèse sur papier décri te  

par LEES e t  HATCH en 1963 (2I7) a servi de base à l a  c lassif icat ion des hyperli- 

poprotéinémies proposées par FREDRICKSON, e t  actuellement l a  p l u s  admise 

(in). 
Elle permet une individualisation des principales classes  de LP avec, 

par ordre de mobilité croissante : 

* l e s  chylomicrons qui restent au point de ilépôt ; 

* l e s  bêta-lipoprotéines qui correspondent aux LDL ; 

* l e s  prè-bêta-lipoprotéines qui correspondent aux VLDL ; 

* l e s  alpha-lipoprotéines qui correspondent aux HDL. 



Le schéma ci-dessous représente ce t t e  répart i t ion : 

dépôt > 
sens de la  migration 

La méthode e s t  longue ( 1 6  heures de migration). Les chylomicrons restent 

au point de dépôt mais l e  pouvoir séparateur e s t  fa ible  au niveau des B e t  

pré-  B LP,  e t  i l  e x i s t e  souvent un chevauchement des  deux zones après  

coloration. 

- Electrophorèse sur acétate de cellulose - 
Bien que l e s  migrations é lec t rophoré t iques  sur a c é t a t e  de c e l l u l o s e  

soient rapides e t  que l e s  séparations des fractions f3 e t  pré..$ LP soient nettes,  

c e t t e  méthode présente cer tains  inconvénients majeurs : 

* seuls l e s  chylomicrons na t i f s  de grande t a i l l e  restent au point de dépôt 

a lors  que l e s  chylomicrons sériques ayant déjà s u b i  l ' ac t ion  de l a  LPL migrent 

en grande partie dans l a  zone des prè-6 LP, e t  quelquefois même au niveau des 

6-LP, recouvrant tout l'électrophorégramme. L 'ut i l isat ion d'un t e l  support à 

propos de sérums turbides e t  lactescents peut aboutir à l a  confusion des types 

1, IV e t  V de l a  c lass i f ica t ion  de FREDRICKSON ; 

* l a  bande "broad 6 " spécifique du type I I I  n 'es t  pas toujours bien individus- 

l i s ée ,  e t  l a  confusion avec un type IIb e s t  fréquente ; 

* l a  lipoprotéine LP(a) n 'est  pas mise en évidence e t  sa migration en position 

prè-6 peut induire des erreurs de typage. 

- Electrophorèse sur agarose - 
Le pouvoir de résolution de l'agarose e s t  excellent en ce qui concerne 

l e s  a , B e t  prè-p LP ( 2 5 ~ j  , mais comme précédemment, en cas  d'hyperchylomicro- 

némie, une part ie  des chylomicrons migre en traînée depuis l e  point de dépôt 

jusqu'à l a  zone des prè- 6 LP, e t  l'emploi de ce  support e s t  l imité à l 'explora- 

t ion du métabolisme lipidique en pratique journalière. Pour l e  typage précis des 

hyperlipidémies, il e s t  souvent nécessaire de s'adresser à d'autres techniques. 



- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide - 
Ce support  r é a l i s e  une sépa ra t ion  où l e  p r inc ipe  de l ' é l e c t r o p h o r è s e  

e s t  associé à l'emploi d'un ge l  effectuant un tamisage moléculaire. Le facteur 

t a i l l e  i n t e r v i e n t  a l o r s  en p l u s  de l a  charge é l e c t r i q u e  e t  de c e  f a i t ,  l a  

migration des VLDL e t  des LDL e s t  inversée par rapport à c e l l e  obtenue sur l e s  

autres supports. 

L'emploi de ce  support a considérablement simplifié l e  problème du diag- 

nos t i c  des  hyperlipidémies,  e t  FRINGS en 1 9 7 1  (139) puis  HALL en 1 9 7 2  (165) 

mettent au point l e  système "quick disc". La séparation s 'effectue sur une 

pe t i t e  colonne de gel d'acrylamide à gradient discontinu de concentration. Trois 

sor tes  de gels sont successivement coulés e t  polymérisés : gel  de séparation, 

gel  de concentration e t  gel de dépêt auquel on incorpore l e  sérum précoloré. 

La préparation des gels e t  de l a  solution colorante distinguent l e s  procédés. 

Deux cr i t iques  s'adressent à ceux-ci : 

* d'une part  l ' u t i l i s a t i o n  du noir soudan comme réact i f  de précoloration se 

révèle peu sat isfaisante  malgré l e s  modifications apportées par HALL. En e f f e t ,  

celui-ci  préconise l 'acétylation du colorant qui augmente son af f i n i t é  pour 

l e s  LP e t  réduit de ce  f a i t  l e  volume de solution colorante u t i l i s ée  ; c e l a  

permet de diminuer l a  concentration en acrylamide e t  bis-acrylamide dans l e  ge l  

de dépôt e t  donc d'en augmenter l a  porosité. On pouvait a insi  espérer obtenir 

une légère migration anodique des chylomicrons ; 

* d'autre par t ,  l e s  chylomicrons ne pénétrant pas dans l e  gel selon l a  technique 

de FRINGS, sont l e  plus souvent masqués par l e  dépôt du colorant excédentaire, 

ce qui rend encore d i f f i c i l e  l e  diagnostic d i f fé rent ie l  entre l e s  hyperlipidé- 

mies de type I V  e t  V. 

En 1974, SEGAL e t  c o l l .  (321 ) publ ien t  une méthode de précolora t ion  

des LP par l e  diformazan de n i t ro  bleu de tétrazolium (NBT) qui,  en simpli- 

f iant  l a  technique d'électrophorèse en ge l  de polyacrylamide, l a  rend de r éa l i -  

sation f ac i l e  e t  relativement rapide. 

Nous présentons dans l e  troisième chapître une méthode d'électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide en gradient discontinu de pH e t  de concentration 

(322) mise au point au laboratoire e t  qui permet l e  plus souvent de lever l e s  

doutes ou impossibilités d ' interprétat ion d ' u n  lipidogramme sur l ' u n  des sup- 

ports plus classiques t e l  l ' acé ta te  de cellulose. Chaque type d'hyperlipoprotéi- 

némie a son prof i l  particulier e t  l e s  ambiguïtés sont exceptionnelles d'un 

type à l ' au t re .  D'autre par t ,  c e  support permet l a  mise en évidence fac i le  des 

LP par t icul ières ,  comme l a  LP(a) ou l a  LP intermédiaire s'accumulant dans 

l'hyperlipiaémie de type III. 



Enfin, l 'excel lent  pouvoir séparateur de ce support nous a suggéré son 

application pour l a  mise au point d'une système d'électrophorèse préparative des 

LP ( 1  02 )  . 

b) Electrophorèse quantitative - 

Les différents supports proposés couramment pour l 'électrophorèse des 

LP (papier, agarose, acétate de cellulose,  gel de polyacrylamide) ne permettent 

essentiellement qu'une étude qual i ta t ive des fractions. En e f fe t ,  s ' i l  e s t  

toujours possible de quantifier l e s  LP par enregistrement densitométrique des 

bandes de séparation, e t  s i  par a i l l eu r s  c e t  enregistrement e s t  relativement 

a i sé  ( 2 2 2 ) ,  il fau t  ê t r e  t r è s  prudent e t  savoir q u ' i l  n'existe aucune relat ion 

l inéa i re  entre l a  concentration en LP e t  l ' i n t e n s i t é  de l a  coloration. Seuls des 

facteurs de correction d i f f i c i l e s  à é tabl i r  pourraient permettre une standardi- 

sation des valeurs obtenues. D'autres facteurs peuvent également intervenir,  

tenant compte de l a  manipulation proprement d i t e  ou de l a  précision plus ou 

moins grande de l a  dis t r ibut ion des échantillons déposés ou encore de l'adsorp- 

t ion du colorant sur l e  support. Celle-ci e s t  t r è s  variable, e t  nous pouvons 

c i t e r  l e  cas du papier qui ,  absorbant t r è s  fortement l e  Noir Soudan ou 1 ' 0 i l  

Red O, colorants spécifiques des LP, exige après migration e t  coloration de 

nombreux rinçages dans une solution décolorante, ce  qui entraîne toujours une 

légère diminution de l a  coloration des fractions lipoprotéiques. L'appréciation 

quantitative de chacune d'entre-elles par lecture densitométrique e s t  donc t r è s  

imprécise, d'autant plus que l a  perte de coloration spécifique n'a£ fec te  pas 

uniformément l'ensemble des LP mais plus volontiers l e s  fractions pauvres en 

t r  iglycér ides. 

3- LES PRECIPITATIONS SELECTIVES PAR VOIE CHIMIQUE - ----------------- -------- .................... ----- 

a )  La précipitation polyanionique - 

 ès 1955, plusieurs auteurs montrent que dans certaines conditions, l e s  

LP sériques de basse densité précipitent à pH neutre par formation de complexes 

insolubles avec des polysaccharides sulfatés  de haut poids moléculaire t e l s  

l'amylopectine e t  l e  su l fa te  de dextrane, ou de poids moléculaires plus fa ib le  

t e l  l 'hépar ine  ; dans c e  dern ier  c a s ,  il f a u t  a jouter  un c a t i o n  b iva len t  

(40 ,  6 5 ) .  



Faisant varier l e s  conditions expérimentales (nature du cation, concentra- 

t ion des réact i fs ,  force ionique) BURSTEIN décr i t  en 1962 (61)  l a  précipitation 

des HDL par l e s  polysaccharides sulfatés jusqu'alors u t i l i sés  pour ce l l e  des 

LP de faible  densité, e t  démontre que dans des conditions expérimentales parfai- 

tement définies,  il e s t  possible de précipiter sélectivement une classe particu- 

l i è r e  de LP. Des anions autres que l e s  polysufates peuvent ê t r e  employés e t  

1 'addition de cations bivalents s 'impose (69) . 
De t e l l e s  interactions sont également obtenues avec des polyphosphates 

inorganiques ou avec de simples anions : des tétracyclines, des s e l s  b i l i a i r e s ,  

des acides gras e t  l e  lauryl-sulfate de sodium (63). 

Lorsqu'el le  d o i t  ê t r e  s é l e c t i v e ,  l a  p r é c i p i t a t i o n  polyanionique des 

LP réclame des exigences expérimentales part icul ières ,  ne p r k  ipi tant  pas 

toutes dans l e s  mêmes conditions. On peut a lors  jouer sur l a  nature du polyanion 

e t  ce l l e  du cation, sur l a  force ionique e t  l e  pH du milieu réactionnel e t  enfin 

sur. l e s  concentrations finales respectives des t r o i s  réactants . 
La formation du complexe insoluble lipoprotéine-polyanion-cation es t  

plus facilement obtenue avec l e s  chylomicrons e t  l e s  VLDL qu'avec l e s  LDL, e t  

plus facilement avec l e s  LDL qu'avec l e s  HDL. C'est ainsi qu'une précipitation 

sélective des différentes classes de LP peut ê t r e  obtenue avec un même polyanion 

e t  en présence d u  même cation, en augmentant progressivement l a  concentration 

des réact i fs .  La f a c i l i t é  avec laquelle se  forme l e  complexe dépend du rapport 

protéine-lipide des LP, mais non de l a  composition lipidique des LP précipitées 

( 6 7  1 -  

La formation des complexes peut s 'expliquer par une interaction électro- 

statique s 'é tabl issant  entre l e  polyanion e t  l'apoprotéine. Le complexe soluble 

a ins i  obtenu e s t  ensuite précipité par l e  cation bivalent. La nature de l'apo- 

protéine e s t  t r è s  importante : 

* en absence de cations bivalents, il y a une grande diversité des pH exigés 

pour l a  précipitation des diff érentes classes  de LP par l'héparine (66) , 
* en u t i l i sant  des LDL acétylées, N I S H I D A  e t  COGAN (257) montrent que l e s  

groupes polaires des protéines sont responsables de 1 ' interaction sulfate  

de dextrane-LDL formant ainsi un complexe soluble. Des l iaisons supplémentaires 

entre l e s  charges négatives du polyanion e t  des LDL e t  l e s  charges positives d u  

cation bivalent sont enfin responsables de l a  conversion en complexe insoluble. 

Par contre, pour d'autres auteurs (71 ) , l e s  polysaccharides sulfatés  

se  combinent aux groupements pos i t i f s  des phospholipides des LDL. La par t ie  

protéique n 'est  donc pas essentielle.  



Néanmoins, l e s  l ipides sont nécessaires pour l a  précipitation, e t  BURSTEIN 

e t  c o l l .  montrent en 1970 que, après délipidation des HDL, l e s  apoprotéines 

solubles ne sont pas précipitées par l e s  polyanions dans l e s  mêmes conditions 

que l a  LP ent ière  ( 66).  

b) La précipitation polycationique - 

La précipitation des LP a l i eu  également lorsqu'on ajoute au sérum un 

détergent cationique t e l  l e  bromure de cétyltriméthylammonium ou l e  cétavlon, 

e t  un polyélectrolyte de charge opposée sous forme d'héparine ( 62 ) . 
Lorsqu'on remplace l e  couple détergent-polyélectrolyte par deux polyélec- 

t r o l y t e s  de charge opposée (par exemple l e  l a u r y l - s u l f a t e  de sodium e t  l e  

cétavlon),  l e s  LP restent en solution. I l  en résul te  que leur précipitation e s t  

l i é e  à l a  formation d'un complexe soluble lipoprotéines-détergent. Celui-ci 

f l o c u l e  en présence d'un é l e c t r o l y t e  qui  forme avec l e  dé tergent  un s e l  

insoluble. 

C )  La précipitation par l e  polyvinyl-pyrrolidone - 

La précipitation des LP s 'obt ient  également par interaction de ces  macro- 

molécules avec un polymère neutre, l e  polyvinyl-pyrrolidone (64 ) . A pH neutre e t  

dans un milieu hypertonique à base de chlorure de sodium, l e  polyvinyl-pyrroli- 

done précipite sélectivement l e s  chylomicrons, VLDL e t  LDL, ce t t e  sé lec t iv i té  

repose sur des concentrations différentes  du polymère nécessaire pour précipiter 

chacune des classes de LP. 

d) Applications - 

La presque to t a l i t é  des hyper lipoprotéinémies se  t radui t  par une augmenta- 

t ion du taux des LP du groupe bêta : bêta-LP lourdes (type IIA) , , pré-bêta-LP 

légères (type I V  ou V) ou ensemble des bêta e t  prè-bêta LP (type II b mixte). Le 

dosage des bêta e t  des pré-bêta-LP sériques présente donc un intérêt  dans l e  

diagnostic différent iel  de ces hyperlipoprotéinémies. Dans c e  but, il convient 

de d isposer  de  techniques d 'ana lyses  simples e t  rap ides  permettant ,  o u t r e  

l ' ident i f ica t ion  précise du trouble lipoprotéinique, de suivre l 'évolution d'une 

hyperlipidémie ou d'en f a i r e  un dépistage précoce. 

Parmi l e s  quatre types de méthodes u t i l i sab les  : l 'ultracentrifugation, 

l 'électrophorèse, l a  précipitation immunologique e t  l a  précipitation chimique, 



seules l e s  deux dernières se prêtent aisément e t  efficacement pour l e s  analyses 

de routine. Du f a i t  de l a  composition protéique des LP, les  techniques immunolo- 

giques ne permettent pas de différencier entre  e l l e s  l e s  deux groupes bêta e t  

pré-bêta-LP ( 7 0  ) . C'est pourquoi l e s  méthodes de précipitation sélective par 

voie chimique s'avèrent particulièrement intéressantes.  

Dans l e  troisième chapître nous décrivons une application de ces  t e s t s  e t  

proposons une technique simple e t  reproductible d 'appréciation semi-quantitat ive 

des LP de basse densité (101). Susceptible d ' ê t r e  u t i l i s ée  dans l e s  laboratoires 

de routine, e l l e  couple deux t e s t s  turbidimétriques décri ts  par BURSTEIN e t  

co l l .  ( 65, 68). 

4- LE DOSAGE DU CHOLESTEROL DES LP - ---- ----- --- ---- ------------------ 

En s e  fondant sur  l e  f a i t  que l e  taux  de cho les t é ro l  e s t  à peu près  

constant dans chaque type de LP, il e s t  toujours possible de l e s  quantifier par 

l e  b ia i s  d'un dosage du cholestérol des différentes  classes isolées. Les résul- 

t a t s  fournis sont généralement sa t i s fa i sants ,  pourvu que l 'on dispose d'une 

excellente technique de dosage de cholestérol. C'est ainsi  que WILSON e t  co l l .  

(388)  décrivent une méthode u t i l i san t  l e  dosage des LP séparées par deux étapes 

de précipitation. Dans c e  protocole, l e s  VLDL sériques sont précipitées dans un 

premier temps par l e  lauryl-sulfate de sodium e t  on mesure l a  concentration en 

cholestérol du surnageant qui contient l e s  HDL e t  LDL. Dans un second temps, le& 

VLDL e t  l e s  LDL sont précipitées par un complexe polyanion-ation divalent e t  on 

mesure l a  concentration en cholestérol du surnageant qui ne contient plus que 

l e s  HDL. A par t i r  des valeurs obtenues e t  du cholestérol t o t a l ,  on calcule ,  par 

différence, l e  taux de cholestérol des VLDL e t  des LDL. 

Depuis l a  mise en évidence par des études épidémiologiques récentes du 

rô le  anti-athérogène des HDL (242  ) , de nombreuses méthodes d'estimation de ces 

dernières ont é t é  proposées aux biologistes e t  aux cl iniciens par l ' intermédiai- 

re  de ce l l e  de leur contenu en cholestérol. Parmi ces  techniques, il convient de 

distinguer t r o i s  c lasses  diff &rentes suivant qu ' e l l e s  font appel à 1 'ultracen- 

trifugation, l'électrophorèse ou l a  précipitation. 

a )  Par ultracentrifugation - 

Les HDL sont séparées du plasma par f lo t t a t ion  dans un milieu de densité 

comprise entre 1.063 e t  1.21 g/ml, e t  on dose l e  cholestérol de ce t t e  fraction. 



L'inconvénient majeur de ce t t e  méthode e s t  l i é  au f a i t  que l a  préparation e s t  

contaminée par l a  LP(a) de densité comprise entre 1.050 e t  1.080 g/ml e t  parti-  

culièrement riche en cholestérol. 

b)  Par électrophorèse - 

Pour séparer l e s  LP e t  en part icul ier  l e s  HDL, l 'électrophorèse e s t  une 

méthode de choix e t  quelques auteurs ( 9 0 )  ont proposé de doser l e  cholestérol 

des LP a ins i  séparées en u t i l i s an t  une révélation enzymatique spécifique permet- 

tant une mesure par densitométrie. A par t i r  des pourcentages e t  du taux de 

cholestérol to ta l  sérique, on peut calculer l e  cholestérol HDL. 

Ces méthodes présentent l'avantage de ne pas ê t r e  influencées par l a  

présence éventuelle de LP(a) dans l e  sérum, mais cependant e l les  sont peu 

sensibles e t  sont assorties de coeff ic ients  de variation relativement élevés. De 

plus, dans l e  cas de sérums hyperH~~émiques, il faut  ê t r e  certain de révéler 

quantitativement l e  cholestérol contenu dans l e s  LP. 

C )  Par précipitation - 

Dans ce principe l e s  LP de basse densité (chylomicrons, VLDL e t  LDL) 

sont précipitées e t  après centrifugation on dose l e  cholestérol du surnageant 

qui ne contient plus que l e s  HDL. I l  semble que l 'agent précipitant idéal  et/ou 

l e s  conditions expérimentales restent à trouver, e t  l e s  nombreux travaux publiés 

récemment sont souvent contradictoires. La précipitation des LP e s t  assurée 

par des réact i fs  "spécifiques" (complexes polyanioneation divalent) aussi 

divers que l'héparine-manganèse (13),  l e  sulfate  de dextran-magnésium (209), l e  

' phosphotungstate-magnésium ( 224 )  , 1 'hépar ine-calcium (378) , l e  polyéthylène- 

glycol (372), l a  concanavaline A (393). 

La signification biochimique du concept de familles de LP e s t  l i é e  au 

f a i t  que l e s  apoprotéines sont l e s  déterminants l e s  plus probables de l ' i n t ég r i -  

t é  structurale e t  de l a  spéc i f ic i té  fonctionnelle des LP ( 4 ) .  La seule façon 

de déterminer l e s  concentrations en familles de LP e s t  donc de quantifier leurs  

apoprotéines correspondantes, e t  en raison de l a  complexité des LP plasmatiques, 

les  méthodes de dosage font l e  plus souvent appel à l'immunologie a f in  d 'ê t re  



spécifiques e t  sensibles. Ces techniques sont t r è s  nombreuses e t  l a  plupart 

d'entre-elles ont é t é  développées récemment, au cours de ces  cinq dernières 

années. 

Nous proposerons dans l e  paragraphe suivant une revue générale des diffé- 

rentes méthodes d'étude des apoprotéines. 

6- LA CHROMATOGRAPHIE - ..................... 

Le fractionnement des LP sériques pose t r è s  souvent l e  problème de leur 

ins tabi l i té .  La plupart des procédés employés (électrophorèse, ultracentr ifuga- 

t ion, formation de complexes insolubles) sont généralement agressifs e t  drast i -  

ques e t  modifient l a  structure des macromolécules isolées. Les LP purifiées 

doivent ê t r e  intactes qualitativement e t  de nombreux auteurs préconisent dans ce 

but une chromatographie de tamisage moléculaire. Dans un t e l  contexte, l e s  LP 

sont uniquement soumises au forces de diffusion e t  restent en solution tamponnée 

pendant toute l a  durée de l'isolement ( 43) .  

La chromatographie des LP plasmatiques majeures a é t é  u t i l i s ée  essentiel- 

lement sur colonne sur des supports aussi variés que l'hydroxylapatite ( 210 ) , 
des b i l l e s  de verre ( 7  ) ,  des échangeurs d'ions type DEAE celulose microgranu- 

l a i r e  ( 4 2 ) , des gels séphadex (383 ) , e t  enfin des gels d'agarose qui, de tous 

l e s  supports présentés fournissent l e s  meilleurs résul tats  (292) .  

Des études d' interactions entre l a  concanavaline A e t  l e s  classes majeures 

de LP ont permis l 'application du principe de l a  chromatographie d 'a f f in i té  à 

l a  séparation des LP d'un sérum to ta l  ou au sous-fractionnement des LP séparées 

par ultracentrifugation ( 229 ) .  Cette méthode es t  t rès  spécifique, fournissant 

des LP extrêmement pures, e t  doit  de c e  f a i t  ê t r e  recommandée pour l a  prépara- 

tion de solutions d'antigènes (384). 

Cependant, bien que rarement appliquée seule pour l'isolement des LP, l a  

chromatographie intervient l e  plus souvent comme seconde étape d'une purifica- 

t ion, l a  première faisant généralement appel à 1'ultracentrifugation (11, 369 ) .  



B- REVUE GÉNÉRALE SUR LES MÉTHODES D'ÉTUDE DES APOPROTÉINES 



1- ISOLEMENT DES APOPROTEINES ET PRINCIPES GENERAUX DE LA DELIPIDATION - ...................................................................... 

1 ' )  Introduction - 

L'obtention d e s  apoprotéines à p a r t i r  des  LP e n t i è r e s  met en oeuvre 

un procédé de délipidation. Une technique de délipidation idéale doit  ê t r e  

to t a l e  e t  fournir une protéine totalement débarrassée des l ipides,  de structure 

native, e t  soluble en milieu aqueux. En f a i t ,  toutes ces exigences ne sont 

jamais sa t i s f a i t e s ,  e t  il reste  toujours dans l e  meilleur des cas  1 à 3 % de 

phospholipides. De plus, 1 'apoprotéine délipidée montre généralement des d i £  fé- 

rences spectrales par rapport à l 'apoprotéine native. Ces changements sont 

cependant r é v e r s i b l e s , e t  l ' apopro té ine  modifiée retrouve une forme na t ive  

lorsqu'elle e s t  réassociée avec des l ip ides  ( 296 ) . Enf i n ,  l e s  propriétés de 

so lubi l i té  sont variables selon l e s  LP de départ. Ainsi, l e s  apoprotéines des 

HDL e t  des VLDL sont rapidement solubi l isées  en milieu aqueux surtout dans 

des tampons de f a ib l e  force ionique e t  a lca l ins  (319). Par contre, l'apoprotéine 

des LDL e s t  totalement insoluble, à moins d'ajouter un agent dénaturant quelcon- 

que (urée, chlorhydrate de guanidine, détergent) ,  ou même de l a  soumettre à un 

traitement chimique (page 2 s  ) . 

2')  ~ é l i p i d a t i o n  proprement d i t e  - 

\ 

I l  ex is te  une multitude de méthodes de délipidation mais aucune n'est  

parfaitement standardisée. En général, l e s  manipulations s 'effectuent au froid 

‘, ( O ,  O ,  O * ,  + 4 ' ) ,  avec des solvants fraîchement d i s t i l l é s  e t  stockés au 

congélateur. Il  faut  de plus opérer dans des conditions qui préviennent l a  

peroxydation des l ipides e t  l a  dénaturation des protéines. 

Le p lus  souvent,  l a  d é l i p i d a t i o n  d e s  apoprotéines commence par leur  

précipitation, e t  l e s  rapports du mélange de solvants organiques retenus sont 

chois is  dans ce  but. Mais on peut encore obtenir l ' insolubi l isat ion en lyophili- 

sant l e s  LP de départ. 

Dans cer tains  procédés relativement rares ( 320) on cherche au contraire  à 

empêcher ce t t e  précipitation, e t  à mener entièrement l a  délipidation dans un 

système liquide-liquide. Ceci peut ê t r e  intéressant pour l'apoprotéine des LDL 

en par t icu l ie r ,  compte tenu de sa  t r è s  fa ib le ,  voire même de sa to t a l e  insolubi- 

l i t é  en solution aqueuse. 

Les solvants organiques u t i l i s é s  sont t r è s  nombreux (182 ) : l e  dioxane, 

l e  triméthyl-phosphate, l'isopropanol, l 'acétone, l a  tétraméthyl-urée, l e  



diméthyl-formamide, l ' a cé ton i t r i l e ,  l e  méthyl-sulfoxide, etc... ,  mais l e s  deux 

mélanges l e s  plus couramment retenus sont : (éthanol-éther) e t  (chloroforme- 

méthanol) en proportions variables. On peut encore employer des détergents t e l s  

l e  dodécyl (ou l e  décyl) su l fa te  de soude, ou'encore l e  t r i t on  X-100. 

Le choix des solvants se  f a i t  en fonction des apoprotéines que 1 'on veut 

préparer e t  il exis te  une cer taine sélect ivi té .  Ainsi, l ' u t i l i s a t i o n  du mélange 

chloroforme-méthanol pour délipider des HDL permet une meilleure récupération 

des apoprotéines C ,  e t  l 'acétone sur l e s  VLDL solubi l ise  l e s  apoprotéines CI, 

C I 1  e t  C I 1 1  mais non l'apoprotéine "arginin-richn. Enfin, en règle générale, il 

faut se  méfier d'une certaine so lubi l i té  des apoprotéines C, e t  plus particu- 

lièrement de 1 'Apo C-1 en mi 1 i e u  éthanol ique (205 ) . 
Une technique de délipidation, plus spéficique proposée par KANE ( 2 00 ) 

u t i l i s e  l a  tétraméthyl-urée (TMU) ; c e  solvant o f f r e  l'avantage de garder en 

solution toutes l e s  sipoprotéines des VLDL, sauf l'apoprotéine B qui précipite 

dans sa  t o t a l i t é .  

Toutes l e s  techniques de d é l i p i d a t i o n  s e  terminent en général par un 

ou plusieurs lavages à l ' é the r .  Cette étape es t  t r è s  dél icate ,  car l e s  apopro- 

téines allégées sédimentent t r è s  mal l o r s  de l a  centrifugation menée dans l e  but 

de l e s  récupérer, e t  des quantités plus ou moins importantes sont éliminées l o r s  

de 1 'aspiration de l a  phase éthérée sur nageante. 

3') Solubili té e t  conservation des apoprotéines - 

Bien que l a  délipidation parfai te  cherche à obtenir une protéine soluble, 

on s e  heur te  p a r f o i s  à c e r t a i n s  problèmes. Par expérience on s a i t  que l e s  

apoprotéines des HDL facilement solubilisées en tampon aqueux ne l e  sont que 

partiellement au-dessus d'une certaine concentration maximum q u ' i l  ne faut pas 

dépasser sinon apparaît une gél i f icat ion des protéines. De  même, l e s  apopro- 

té ines  des VLDL reprises en tampon Tris  sont enrichies en Apo C,  mais ne con- 

tiennent que peu d'Apo E e t  pas d'Apo B ; par contre, en présence d'urée, toute 

leur Apo E e s t  solubilisée,  e t  même une pet i te  par t ie  de leur Apo B ; en£ in en 

présence de dodecyl-sulfate de soude, leur Apo B e s t  retrouvée en t o t a l i t é .  

La conservation des apoprotéines a ins i  délipidées pose un dernier problème 

que chacun essaie de résoudre en fonction de sa propre expérience. Certains 

auteurs préconisent l a  lyophilisation avec conservation des protéines sous l a  

forme d'une poudre sèche ; d'autres  préfèrent l e s  garder en solution à +4*C ou à 

-3O'C. 



4 ' )  Conclusion - 

A l a  sui te  de ces t r è s  brèves générali tés relatives aux techniques de 

délipidation, il e s t  tout à f a i t  évident q u ' i l  s ' a g i t  d'une étape difficilement 

contrôlable de l 'analyse des LP, e t  que pour ê t r e  reproductible, e l l e  doi t  

ê t r e  menée avec beaucoup de vigilance e t  de précautions. 

2- PURIFICATION DES APOPROTEINES - ................................ 

La purification des apoprotéines peut f a i r e  appel aux nombreux procédés 

de fractionnement classiques de chromatographie ou d'électrophorèse. Certaines 

remarques particulières doivent cependant ê t r e  f a i t e s ,  e t  il faut savoir que 

même dans l e  cas  des apoprotéines solubles, e l l e s  existent en solution sous 

forme d'agrégats moléculaires (263). I l  e s t  donc impératif : 

* d 'effectuer l e s  fractionnements so i t  avec des tampons contenant de 1 'urée 

ou du chlorydrate de guanidine, so i t  avec des tampons acides (acide acétique 

1M) I  

* de t r a v a i l l e r  avec une s o l u t i o n  d 'u rée  t r è s  fraîchement dés ionisée  par 

passage sur résine mixte pour éviter toute carbamylation qui entraînerai t  une 

modification chimique i r réversible  des protéines, 

* de ne pas prolonger l e  temps de contact des apoprotéines purifiées e t  de 

l ' u rée  en choisissant des méthodes relativement rapides e t  en commençant l a  

dialyse des fractions séparées l e  plus v i t e  possible, 

* enfin,  de ne pas conserver l e s  apoprotéines en solution t rop concentrée. 

2 ' )  ~rocédés de fractionnement - 

a )  ~ é t h o d e s  chromatographiques - 
De nombreuses méthodes chromatographiques ont é t é  appliquées au fraction- 

nement des apoprotéines. Tous l e s  paramètres propres à l a  chromatographie 

(supports, t a i l l e  des colonnes, solvants d 'élution, débits..  . ) sont d i £  f  érents 

selon l e s  auteurs e t  nous proposerons pour chaque type de séparation c e l l e s  qui 

sont l e  plus souvent u t i l i sées .  Il faut  d i r e  d'emblée que 1'Apo B pose un 

problème part icul ier  , ne disposant d 'aucune technique de préparation acceptable 

à c e  jour. 



* La chromatographie de tamisage moléculaire - 
Elle se  réal ise  l e  plus souvent sur Séphadex, e t  c ' e s t  a insi  qu'à par t i r  

d 'apoprotéines de HDL humaines, SCHONFELD e t  c o l l .  (31 0)  pur i f  ient 1 'Apo A-II 

par deux passages successifs sur Séphadex G-200 avec un tampon tris-Hcl de pH 

8,6 e t  contenant de l 'urée 8M, ou encore que RUDMAN e t  co l l .  (293) séparent l e s  

Apo A e t  C sur Séphadex G-75 en présence d'acide acétique 1M. Ce dernier proto- . . 
cole e s t  de même u t i l i s é  par JURGENS e t  KOSTNER (196) pour séparer l e  polypep- 

t i d e  Apo LP (a )  spécifique de l a  LP(a) . 

* La chromatographie d 'échange d 'ions - 
La chromatographie de tamisage moléculaire n 'es t  que rarement appliquée 

seule e t  généralement e l l e  e s t  couplée à une seconde étape de chromatographie 

d'échange d'ions sur DEAE cellulose (diéthylaminoéthyl-cellulose). Ainsi, l a  

méthode de référence l a  plus souvent u t i l i s ée  pour purifier 1'Apo A-1 des HDL 

comporte un premier fractionnement sur Séphadex G-200, suivi d'une deuxième 

séparation sur DEAE cellulose (120) . De même, l a  préparation de 1'Apo F met en 

oeuvre 3 étapes chromatographiques successives : l e s  deux premières par tamisage 

moléculaire sur Séphadex G-100 e t  LH-20 e t  l a  troisième par échange d'ions sur 

carboxy-méthyl-cellulose (CM cel lulose)  (262)  . 

La seule pratique de l a  chromatographie d 'échange d ' ions peut cependant 

ê t r e  suffisante pour séparer l e s  différentes apoprotéines des HDL (332). 

* La chromatographie d'adsorption - 
Le principe de l a  chromatographie d'adsorption sur hydroxylapatite (HAP) 

e s t  m i s  à prof i t  pour l e  fractionnement de 1'Apo D à par t i r  des apoprotéines des 

HDL3 (228), e t  pour ce lu i  de 1'Apo G à par t i r  des apoprotéines des HDL3 e t  

VHDL (26). 

* La chromatographie d 'a f f in i té  - 
SHELBURNE e t  QUARFORDT (324) rappor ten t  un procédé de p u r i f i c a t i o n  

de 1'Apo E à par t i r  dSApo-VLDL par chromatographie d 'a f f in i té  sur Séphadex 4B 

activé par du bromure de cyanogène e t  sur lequel e s t  fixée de l 'héparine. Les 

auteurs mettent à prof i t  l e  f a i t  que de toutes l e s  apoprotéines solubles en 

milieu aqueux ou en milieu urée, seule 1'Apo E ayant une grande a f f i n i t é  pour 

l 'héparine se  fixe t r è s  fortement au polysaccharide. 



b) Méthodes faisant appel à l'électrophorèse et à l'isoélectrofocalisation - 

Lorsque les apoprotéines ont un profil électrophorétique bien distinct, 

il est possible après migration de les extraire du support. Mais généralement 

il faut qu'elles aient été au préalable partiellement purifiées par d'autres 

techniques, et la protéine à extraire doit en outre être visualisée par un 

réactif non-dénaturant. Ainsi ALBERS et coll. ( 12) terminent la préparation de 

1'Apo A-1 par ce procédé qui fait suite à deux chromatographies, l'une de 

tamisage moléculaire et l'autre d'échange d'ions. 

UTERMANN (366) couple une chromatographie de tamisage moléculaire et 

une électrophorèse préparative sur gel de polyacrylamide dans un système discon- 

tinu pour isoler 1'Apo E à partir des VLDL humaines, et propose dans le même 

but 1 'application d'une simple électrophorèse préparative d 'Apo-VLDL partielle- 

ment purifiées au préalable par précipitation sélective de 1'Apo B par la 

tétraméthyl-urée. 

Actuellement bien développées pour la séparation qualitative des apopro - 
téines( 82 ) les méthodes d'isoélectrofocalisation fournissent en outre sur le 

plan préparatif d'énormes avantages de rapidité et de simplicité. C'est le 

principe de choix retenu pour la purification des Apo C des VLDL (238), ou celle 

des différentes formes dqApo E (380). Il existe cependant un inconvénient majeur 

résidant dans le fait que les ampholines utilisées pour la séparation sont très 

difficiles à dissocier des protéines que l'on veut purifier. 

3' 1 Conclusion - 

Pour conclure, malgré de multiples efforts de simplification, execption 

faite de l'isoélectrofocalisation, les méthodes proposées sont généralement très 

longues. En effet, le couplage des chromatographies de tamisage moléculaire et 

d'échanges d'ions est une manipulation qui dure en moyenne 60 heures, durée à 

laquelle il faut encore ajouter celle de la dialyse c'est-à-dire environ 72 

heures. Ces di£ f &rentes techniques sont donc réservées à des laboratoires très 

spéc ial isés 



3- CRITERES DE PURETE - ..................... 

Mise à p a r t  1'Apo B ,  t o u t e s  l e s  apoprotéines i s o l é e s  sont  homogènes 

par électrophorèse en gel  de polyacrylamide contenant de l 'urée 8M ou du dodecyl 

sulfate  de sodium (SDS) ( 2 9 8 ) .   électrophorèse en présence de SDS avec évalua- 

t ion des Rf e s t  particulièrement recommandée pour l ' ident i f ica t ion  de Apo A-1 

e t  A - I I .  De  plus ce t t e  technique permet de mettre en évidence l a  structure en 

double cha îne  de  1'Apo A-II par changement du Rf lorsque l a  migration e s t  

réal isée en présence de mercaptoéthanol.  é électrophorèse en présence d'urée 

s'applique plus souvent pour ident i f ier  l e s  Apo C. 

Des an t i co rps  spéc i f iques  pouvant ê t r e  produi t s  chez l ' an imal  con t re  

chaque apoprotéine purifiée,  tous l e s  c r i t è r e s  de pureté immunologiques c lass i -  

ques, t e l l e  l'immunoélectrophorèse en double dimension sont, de même, couramment 

pratiqués. Enfin, l a  composition en acides aminés de l a  majorité des apoproté- 

ines étant actuellement connue, il e s t  t r è s  commode de contrôler l a  composi- 

t ion de référence avec c e l l e  d'une apoprotéine dont on veut confirmer l a  pureté. 

4- METHODES DE DOSAGE DES APOPROTEINES - ...................................... 

1")  Introduction - 

Les apoprotéines portent l e s  caractér is t iques immunologiques des LP e t  

peuvent ê t r e  étudiées e t  dosées par tous l e s  procédés classiques de l'immunolo- 

g ie  au moyen des immmunsérums correspondants. Parmi ces  techniques, on dispose : 

* de l'immunoprécipitation en milieu l iquide (immunocrite e t  immunonéphélomé- 

t r i e )  , 
* de l'immunodiffusion radiale e t  de l'électroimmunodiffusion en milieu gé l i f i é ,  

* du marquage de l 'anticoprs ou de l 'antigène (radioimmunologie, enzymoimmuno- 

logie) . 

I l  e s t  encore possible de doser certaines apoprotéines par densitométrie 

après séparation électrophorétique des fractions délipidées e t  déjà par t ie l le -  

ment purifiées. 

Toutes c e s  méthodes sont en f a i t  déjà couramment u t i l i sées  dans l e  domaine 

des protéines mais de t r è s  nombreux problèmes se  posent quant à leurs  applica- 

t ions  au dosage des apoprotéines, que cel les-ci  soient à l ' é t a t  purif ié  ou à 

1 'é t a t  nat i f .  



2 ' )  ~ é t h o d e s  immunologiques - 

a )  ~ m r n u n o p r é c i p i t a t i o n  e n  m i l i e u  l i q u i d e  - 

- P r i n c i p e s  généraux - 

Le mélange e n  p r o p o r t i o n s  c o n v e n a b l e s  du sérum e t  d e  l'immunsérum s p é c i f i -  

que  d e  l ' a p o p r o t é i n e  à d o s e r  provoque l a  fo rmat ion  d 'un  p r é c i p i t é  a n t i g è n e -  

a n t i c o r p s  don t  l ' i m p o r t a n c e  est p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  q u a n t i t é  d ' a p o p r o t é i n e .  

Dans l a  t e c h n i q u e  " i m m u n o c r i t e n ,  l a  p r é c i p i t a t i o n  e s t  r é a l i s é e  d a n s  

un t u b e  c a p i l l a i r e ,  e t  o n  a p p r é c i e  l a  h a u t e u r  du p r é c i p i t é  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  

(174) 

Mais il est beaucoup p l u s  f i a b l e  e t  p l u s  f r é q u e n t  d ' é v a l u e r  l ' i n t e n s i t é  

d u  t r o u b l e  d é v e l o p p é  p a r  l a  r é a c t i o n  e t  d e  m e s u r e r  l a  q u a n t i t é  d e  l u m i è r e  

d i f f r a c t é e  pa r  l e s  immuns-complexes d a n s  un a n g l e  compr i s  e n t r e  O' e t  90' : 

c 'es t  l ' immunonéphélémétrie :. 
* Le s y s t è m e  T e c h n i c o n  r é p o n d  à ce  p r i n c i p e  e t  r é a l i s e  une  m é t h o d e  

immunonéphélométr i q u e  automat isée , b a s é e  s u r  l a  fo rmat  i o n  d u  complexe e n  v e i n e  

l i q u i d e ,  avec mesure à 90' ( 7 2 ) . La s o u r c e  lumineuse  e s t  une lampe Tungstène,  

e t  l a  d é t e c t i o n  se f a i t  e n  f l u o r e s c e n c e .  

* RITCHIE, f a i s a n t  a u t o r i t é  e n  m a t i è r e  d ' immunonéphélémétrie,  p r é c o n i s e  

l ' u t i l i s a t i o n  d ' u n  rayon l a s e r  comme s o u r c e  lumineuse e t  augmente a i n s i  beaucoup 

l a  s e n s i b i l i t é  d e s  méthodes (286) .  

- P r i n c i p e  du système d' immunonéphélémétrie l a s e r  - 

La s o u r c e  lumineuse est un l a s e r  à gaz (mélange d 'hé l ium e t  de  n é o n ) ,  

é m e t t a n t  une l u m i è r e  de  longueur  d ' o n d e  632,8 nm. L ' a p p a r e i l  se compose d ' u n  

t u b e  plasma à chaque e x t r é m i t é  duque l  se t r o u v e n t  deux m i r o i r s  r é f l é c h i s s a n t s ,  

r igoureusement  p a r a l l è l e s .  L ' e space  e n t r e  l e s  deux m i r o i r s  s ' a p p e l l e  l a  c a v i t é  

o p t i q u e  du laser. Un système g é n é r a t e u r  de  c o u r a n t  à h a u t e  t e n s i o n  c r é e  une 

décharge  au n i v e a u  d e s  é l e c t r o d e s  e t  une a c c é l é r a t i o n  d e s  é l e c t r o n s  q u i  v o n t  

e x c i t e r  l e s  noyaux d 'hélium. C e s  noyaux d 'hé l ium a i n s i  e x c i t é s  t r a n s f è r e n t  une 

p a r t i e  d e  l e u r  é n e r g i e  s u r  les noyaux d e  néon, p u i s  une r é a c t i o n  en c h a î n e  d e  

d é s e x c i t a t i o n s  e t  d ' e x c i t a t i o n s  s u c c e s s i v e s  d e  ces \noyaux va e n t r e t e n i r  l a  

l i b é r a t i o n  d e  photons  de longueur  d ' o n d e  c o n s t a n t e ,  c r é a n t  a i n s i  une l u m i è r e  

c o h é r e n t e .  



L'amplif ication de ce phénomène e s t  assurée par l e s  miroirs réfléchissants 

qui maintiennent l e s  photons au sein de l a  matière. La signification du mot 

laser es t  a ins i  tout à f a i t  représentative du processus :Light Amplification by - - 
Stimulated Emission of Radiation. - - - 

Différents modes de détection sont préconisés sur l e s  appareils (photo- 

diode, photomultiplicateur) e t  l 'angle de détection selon lequel on mesure l a  

diffract ion de l a  lumière varie selon l e s  constructeurs ( 3 1 , 8 * ,  entre 5 e t  12 ' ,  

9 0 ' ) .  

Le  signal obtenu e s t  t radui t  sur un écran d i g i t a l  par des chiffres  corres- 

pondants à des valeurs de mesures répétit ives e t  sélectives du pourcentage de 

dispersion relat ive de l a  lumière ( %  RLS). 

- Applications des méthodes immunonéphélémétr iques au dosage des apopro- 

téines, intérêts  e t  inconvénients - 

Les méthodes d'immunoprécipitation automatisée u t i l i sant  l a  néphélémétrie 

ont  trouvé quelques app l i ca t ions  pour l e  dosage de 1'Apo B dans l e  sérum 

(197 , 198, 262). Celles-ci sont relativement anciennes e t  ce t t e  technique n 'est  

p l u s  guère u t l i i s é e ,  é t a n t  relativement peu sens ib le .  De p lus ,  e l l e  n ' e s t  

rentable que pour d' importantes sér ies  de dosages. 

Par contre, l a  néphélémétrie laser semble ê t r e  une technique d'avenir 

en raison de l a  richesse des possibi l i tés  e t  des développements analytiques 

qu 'el le  offre.  L'application de ce système pour l e  dosage des apoprotéines e s t  

tout à f a i t  récente, e t  a lors  que nous en développions l a  mise au point pour l e  

dosage des Apo B (133) puis A-1 ( 1 3 2 ) ~  BALLANTYNE e t  co l l .  (28 ) puis SHAPIRO e t  

co l l .  ( 323) décrivaient de même l ' u t i l i s a t ion  d'un t e l  système pour quantifier 

respectivement l e s  Apo B e t  A-1 chez l'homme. 

Les avantages d'un t e l  système e t  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  méthode 

seront envisagés ultérieurement lors  de l a  présentation de notre travail .  

La présence de l i p i d e s ,  e t  notamment de t r i g l y c é r i d e s ,  en q u a n t i t é s  

relativement importantes dans l e s  LP, e s t  un obstacle majeur à l ' u t i l i s a t ion  des 

méthodes immunonéphélémétriques pour l e  dosage des apoprotéines dans l e s  sérums 

hyperlipémiques. Deux facteurs interviennent : 

* l'opalescence de base des échantillons à doser qui crée une dispersion non 

spécifique de l a  lumière s'ajoutant à l a  néphélémétrie du complexe antigène- 

anticorps. I l  e s t  possible d'éliminer c e t  ar tefact  par l 'addition de détergents 

seuls (177) ou associés à diverses enzymes lipolytiques ( 1 7 6 ) ~  



* et la taille des particules que BALLANTYNE et coll. (28) mettent en cause 

pour expliquer les taux plus élevés d'Apo B obtenus par néphélémétrie dans des 

sérums hyperlipidémiques,comparés à ceux fournis par une méthode radioimmunologi- 

que. Pour ces auteurs, les grosses particules de chylomicrons et de VLDL, 

lorsqu'elles sont liées à l'anticorps, peuvent être considérées comme d'énormes 

complexes capables d 'attirer d 'autres LP de façon non spécifique et d 'augmenter 

ainsi la dispersion de la lumière. En outre, par néphélémétrie, selon la méthode 

utilisée, ils obtiennent des valeurs plus faibles par immunonéphélémétrie laser 

que par immunoprécipitation automatisée car l'angle de détection étant plus 

petit dans le premier cas, le phénom&e de dispersion non spécifique dû à la 

taille importante des LP est mieux détecté. 

Pour DURRINGTON et coll. (1 06) , en immunonéphélémétrie, c 'est surtout la 
variabilité de la taille des particules contenant de 1'Apo B qui intervient, les 

immuns-complexes devant être d 'une dimension constante af in que 1 ' intensité de 
la diffraction de la lumière soit proportionnelle à la concentration de l'anti- 

gène, or on sait que cette taille varie de 2,2 x 106 à 430.000 x 106 daltons 

(168). 

b) Immunoréactions en milieu gélifié - 
- L'immunodiffusion radiale - 

Par immunodiffusion radiale de l'antigène dans un gel d'agarose contenant 

l'anticorps, selon la méthode originale décrite par MANCINI et coll. (236), 

le carré du diamètre de l'anneau de précipitation développé est proportionnel 

à la concentration de l'antigène. 

Cette technique a permis le dosage de plusieurs apoprotéines : Apo A-1 

(12, 86, 280), A ~ o  A-II (86), Apo B (93), Apo E (212), Apo D (94) et de la 

partie protéique globale de la lipoprotéine LP(a) (11). C'est une méthode 

relativement longue (la diffusion des particules n'étant complète qu'au bout de 

3 jours) et son coefficient de variation est généralement assez élevé (de 

l'ordre de 15 %) . En outre, et plus particulièrement pour le dosage de 1'Apo BI 
elle ne peut être appliquée qu'à des sérums normolipémiques, et les taux obtenus 

dans le cas de sérums riches en grosses LP (chylomicrons, VLDL) dont la diffu- 

sion dans le gel est difficile, sont largement sous-estimés. A cet égard, KARLIN 

et coll. (204) montrent que le dosage de 1'Apo B par immunodiffusion radiale 

dans des sérums hyperlipidémiques de types II(b), III ou IV riches en VLDL 

reflète uniquement 1'Apo B des LDL. 



- L'électroimmunodiffusion - 

Une séparation électrophorétique de 1 'antigène est effectuée dans un 

gel d'agarose auquel est incorporé un immun~érum spécifique ou polyvalent. La 

réaction ant igène-anticorps se développe pendant la migration de 1 'antigène et 

il y a formation d'un pic de précipitation dont la hauteur est proportionnelle à 

la concentration de l'antigène. 

Ce principe a permis à beaucoup d'auteurs d'effectuer le dosage des Apo A, 

B et D dans des sérums ou des fractions lipoprotéiques (92, 93, 94, 123), selon 

la technique originale de LAURELL (21 4) . 
Comparée à l'immunodiffusion radiale, c'est une méthode beaucoup plus 

rapide, et les temps de migrations varient de 3 à 12 heures ; elle est en outre 

plus précise, les coefficients de variation ne dépassant jamais 8 %. Enfin, elle 

est très sensible (détectant moins de 50 ng d'apoprotéines) et très exacte si on 

compare les résultats à ceux obtenus par gravimétrie (215). 

Permettant 1 'incorporation d 'un immunsérum polyvalent dans le gel, cette 

méthode offre de plus l'avantage particulier de pouvoir différencier les formes 

libres et asociées des familles de LP, d'étudier ainsi les relations structura- 

les qui existent entre les différentes apoprotéines ou leurs polypeptides 

constitutifs, ou encore de doser plusieurs apoprotéines à partir d'un mélange 

d'antigènes. C'est ainsi que CURRY et coll. (92) dosent les Apo A totales (A-1 + 
A-II) de divers sérums avec un immunsérum polyspéc if ique anti-LPA, n 'obtenant 

dans ce cas qu'un seul pic de précipitation car les deux apoprotéines appartien- 

nent à la même famille, tout en caractérisant 1'Apo D qui développe un pic 

parfaitement distinct de celui des Apo A (94). Ils démontrent ainsi qu'il 

s'agit de deux entités physicochimiques totalement différentes. 

 alg gré leurs nombreux avantages, les méthodes immunoélectrophorétiques ne 

sont pas sans inconvénients, et il faut être très prudent quant à leur applica- 

tion au dosage des apoprotéines dans des sérums hyperlipidémiques. En effet, la 

migration de grosses LP dans l'agarose n'est pas excellente et des auteurs (216) 

ont ainsi observé des différences suivant les courbes d'étalonnage utilisées et 

établies par exemple soit avec de la LP-B de densité 1,040 - 1,053 g/ml, soit 

avec un sérum natif servant d'étalon secondaire. 

Par contre, CURRY et coll. (93), comparant trois méthodes de dosage 

de 1 'Apo B (immunoélectrophorè~e~ immunodif f usion radiale et radioimmunologie) 

dans des fractions de VLDL, obtiennent des résultats très concordants avec les 

LP isolées de sérums normaux, mais dans le cas d'échantillons préparés à partir 

de sérums hyperlipidémiques, seule 1'immuno~lectrophorèse est satisfaisante et 



d o s e  l a  t o t a l i t é  d e  1 'Apo  B .  L e s  a u t e u r s  m e t t e n t  e n  c a u s e  l ' i m p o r t a n c e  d e  

l a  source  commercia le  d e  l ' a g a r o s e ,  c e l u i - c i  devan t  c o n t e n i r  l e  p l u s  f a i b l e  

pourcentage d  ' eau  p o s s i b l e .  

c )  M é t h o d e s  d e  dosage u t i l i s a n t  un marquage d e  l ' a n t i g è n e  ou d e  l ' a n t i c o r p s  

- Méthodes radioimmunologiques- 

Dans l a  l i t t é r a t u r e ,  d e  t r è s  nombreuses méthodes d e  dosage d e s  Apo A, B e t  

C s o n t  b a s é e s  s u r  d e s  e s s a i s  r a d i o i m m ~ n o l o ~ i q u e s  à propos  d e s q u e l s  KARLIN e t  

col l .  (204 )  o n t  f a i t  récemment une revue  g é n é r a l e .  

Le p r i n c i p e  du dosage radioimmunologique repose  s u r  l a  c o m p é t i t i o n  e n t r e  

un a n t i g è n e  marqué pa r  un i s o t o p e  ( a p o p r o t é i n e  p u r i f i é e  s u r  l a q u e l l e  est f i x é  

un t r a c e u r  r a d i o a c t i f )  e t  l e  même a n t i g è n e  non marqué o u  a n t i g è n e  f r o i d  (apopro- 

t é i n e  à d o s e r ) ,  v i s - à - v i s  d 'un a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e .  Les q u a n t i t é s  d ' a n t i g è n e  

marqué e t  d  ' a n t i c o r p s  é t a n t  c o n s t a n t e s ,  t o u t e  ad j o n c t i o n  d ' a n t i g è n e  f r o i d  

e n t r a î n e  une r é d u c t i o n  d e s  q u a n t i t é s  d ' a n t i g è n e s  r a d i o a c t i f s  f i x é s  à l ' a n t i -  

c o r p s  e t  une augmentat ion sous  forme l i b r e .  En mesurant  l a  r a d i o a c t i v i t é  e n  

s o l u t i o n  e t  / ou p r é c i p i t é e ,  o n  a p p r é c i e  l ' u n e  ou l ' a u t r e  forme, o u  les deux,  

l ' i m p o r t a n c e  d e  c e l l e s - c i  é t a n t  d i r e c t e m e n t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  q u a n t i t é  

d ' a n t i g è n e  f r o i d  i n t r o d u i t e  l o r s  d u  dosage.  

P l u s i e u r s  p r o t o c o l e s  méthodologiques  s o n t  p roposés ,  e t  s e l o n  les  a u t e u r s ,  

l a  d u r é e  e t  l a  t e m p é r a t u r e  d ' i n c u b a t i o n  d e s  r é a c t a n t s  v a r i e n t .  D e  même, pour l e  

marquage d e  l ' a n t i g è n e  généra lement  e f f e c t u é  avec  de  l ' i o d e  125,  o n  p e u t  u t i l i -  

s e r  d i f f é r e n t s  p rocédés .  C ' e s t  a i n s i  qu'ALBERS e t  c o l l .  ( 8 ) comparant l e u r  

dosage radioimmunologique de  1 'Apo B d a n s  l e  sérum humain à c e l u i  d e  SCHONFELD 

e t  c o l l .  ( 3 1 4  ) e x p l i q u e n t  l a  d i v e r g e n c e  des r é s u l t a t s  : les premiers a u t e u r s  

incubent  pendant  40 h e u r e s  e t  u t i l i s e n t  des LDL marquées p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d u  

c h l o r u r e  d '  i o d e ,  90 % d ' e n t r e - e l l e s  é t a n t  a i n s i  p r é c i p i t é e s  p a r  un immunsérum 

anti-LDL ; l e s  seconds  incubent  pendant  72  h e u r e s  e t  70 % seulement  d e s  LDL 

marquées p a r  l a  méthode à l a  c h l o r a m i n e  T s o n t  p r é c i p i t é e s  p a r  l'immunsérum. 

L ' a p p l i c a t i o n  d e s  dosages  r adioimmunologiques aux a p o p r o t é i n e s  a  beaucoup 

d ' avan tages .  Basés  d ' u n e  p a r t  s u r  l a  r é a c t i o n  a n t i g è n e - a n t i c o r p s ,  i ls  s o n t  

d 'une  t r è s  g r a n d e  s p é c i f i c i t é  e t  d ' a u t r e  p a r t  d ' u n e  t r è s  h a u t e  s e n s i b i l i t é  

compte t e n u  d u  mode d e  d é t e c t i o n  pa r  r a d i o a c t i v i t é .  Ils p e r m e t t e n t  a i n s i  d e  

dose r  d e s  a p o p r o t é i n e s  n ' e x i s t a n t  q u ' e n  c o n c e n t r a t i o n  t r è s  f a i b l e  d a n s  l e  sérum 

e t  s e  r é v è l e n t  a i n s i  t r è s  i n t é r e s s a n t s  d a n s  l e  c a s  d e  1'Apo C-II  q u i ,  malgré  

son importance b i o l o g i q u e ,  ne  p e u t  ê t re  q u a n t i f i é e  p a r  l e s  méthodes c l a s s i q u e s  



d ' immunodif fus ion r a d i a l e  ou d ' immunoélect rophorèse .  

Cependant,  pour r é a l i s e r  d e  t e l l e s  t e c h n i q u e s ,  c e r t a i n e s  ex igences  s o n t  

r éc lamées  : 

- d u  f a i t  d e  l a  t r è s  g r a n d e  s e n s i b i l i t é ,  l e s  d i l u t i o n s  u t i l i s é e s  s o n t  

souven t  t r è s  é l e v é e s  e t  d o i v e n t  ê t re  e f f e c t u é e s  avec r i g u e u r  pour que l a  manipu- 

l a t i o n  soit l a  p l u s  p r é c i s e  p o s s i b l e  ; 

- l ' immunsérum d o i t  posséder  un t i t r e  é l e v é  ; 

- l ' a n t i g è n e  marqué d o i t  a v o i r  u n e  h a u t e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  e t  u n e  

bonne s t a b i l i t é  ; 

- e n f i n ,  les l a b o r a t o i r e s  d o i v e n t  f a i r e  un c e r t a i n  nombre d ' i n v e s t i s s e -  

ments e n  m a t é r i e l  e t  s ' é q u i p e r  notamment d ' u n  s p e c t r o m è t r e  d e  d é t e c t i o n .  Ils 

d o i v e n t  e n  o u t r e  r e s p e c t e r  l e s  c o n t r a i n t e s  d e  s é c u r i t é  e t  d e  r è g l e m e n t a t i o n  

d é f i n i e s  q u a n t  à l ' e m p l o i  " i n  v i t r o "  d e  s u b s t a n c e s  r a d i o a c t i v e s .  

- ~ é t h o d e s  immunoenzymologiques - 

Les méthodes d e  dosage immunoenzymologique s o n t  cel les où l ' e x t e n s i o n  

de  l a  r é a c t i o n  d 'un a n t i g è n e  avec  1 ' a n t i c o r p s  spéc  i f i q u e  c o r r e s p o n d a n t  est 

q u a n t i f i é e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l a  mesure d ' u n e  a c t i v i t é  enzymatique.  Ce 

r é s u l t a t  est  o b t e n u  e n  c r é a n t  une marque enzymatique s u r  l ' a n t i g è n e  ou l ' a n t i -  

c o r p s  . 
C e s  t e c h n i q u e s ,  f a i s a n t  a p p e l  à l ' u t i l i s a t i o n  d e  t r a c e u r s  enzymat iques  

d ' emplo i  beaucoup p l u s  f a c i l e  que l e s  i s o t o p e s ,  s o n t  a c t u e l l e m e n t  l a rgement  

a p p l i q u é e s  a u  dosage  d ' a n t i g è n e s  o u  d ' a n t i c o r p s  t r è s  v a r i é s  a i n s i  q u ' à  c e l u i  d e  

nombreux médicaments (99) . 
P l u s i e u r s  schémas r é a c t i o n n e l s  peuvent  ê t r e  p r o p o s é s  s e l o n  l a  n a t u r e  d e  

l a  s u b s t a n c e  à d o s e r  ( a n t i g è n e  ou a n t i c o r p s ) ,  l e  mode o p é r a t o i r e  ( m i s e  en  

c o m p é t i t i o n  d ' u n  r é a c t i f  marqué avec  un r é a c t i f  non marqué à d o s e r  ou absence d e  

c o m p é t i t i o n ) ,  l e  p rocédé  d e  s é p a r a t i o n  du r é a c t i f  a y a n t  f i x é  l ' a n t i g è n e  ou 

l ' a n t i c o r p s  (on d i s t i n g u e  a l o r s  d a n s  ce c a s  l e s  méthodes f a i s a n t  appe l  à un 

r é a c t i f  i n s o l u b i l i s é  s ' e f f e c t u a n t  e n  phase  s o l i d e  o u  h é t é r o g è n e  d e  c e l l e s  se 

d é r o u l a n t  e n  phase  l i q u i d e  ou homogène). 

Le c h o i x  d e  l 'enzyme marqueur e s t  g u i d é  par  c e r t a i n e s  e x i g e n c e s  e t  les  

p l u s  u t i l i s é e s  s o n t  l a  peroxydase ,  l a  g lucose-oxydase ,  l a  p h o s p h a t a s e - a l c a l i n e  

e t  l a  6 - g a l a c t o s i d a s e .  I l  e x i s t e  d i f f é r e n t s  modes d e  c o u p l a g e  d e  l 'enzyme e t  

de  l ' a n t i c o r p s  ou d e  l ' a n t i g è n e .  L ' a n t i c o r p s  e t  l 'enzyme s o n t  t o u j o u r s  d e s  



protéines ; parfois l'enzyme e s t  une glycoprotéine dont l a  par t ie  glucidique 

e s t  u t i l i sée  pour l e  couplage. Par contre, l a  nature chimique de l 'antigène es t  

t r è s  variable. e t  leurs méthodes de couplage échappent à toute description. 

La f i x a t i o n  enzyme-anticorps peut s e  f a i r e  par simple absorpt ion physique 

ou par covalence (méthode dlAvrameas à l a  glutaraldéhyde ( 25 ) ou de Nakane au 

périodate ( 248) . 
Bien que devant o f f r i r  des poss ib i l i tés  intéressantes pour l e  dosage des 

apoprotéines, 1 'application des méthodes immunoenzymologiques dans ce  domaine 

n 'es t  pas connue. Dans l a  dernière par t ie  de ce  t ravai l  nous en décrivons une 

mise au point technologique pour l e '  dosage de 1'Apo B dans l e  sérum humain 

(141). 

3 ' )  Méthodes densitométriques - 

Après séparation électrophorétique, puis coloration des apoprotéines, 

leur dosage par densitométrie es t  t r è s  f a c i l e  à réal iser .  Ce principe a trouvé 

d'importantes applications pour l e s  Apo C des HDL e t  surtout des VLDL ( 78 ,201), 

e t  même plus particulièrement pour l e s  Apo C-1 e t  C-III dont l a  purification 

t r è s  d i f f i c i l e  rend 1 'obtention d 'immunsérums spécifiques relativement limitée, 

empêchant a insi  l 'application de toute technique immunologique. 

Cependant, ces  méthodes ne peuvent se réal iser  que sur des fract ions de LP 

isolées par ultracentrifugation puis délipidées par un mélange alcool-éther, ou 

plus simplement par l a  tétraméthyl-urée (TMU) (200) qui précipite sélectivement 

1'Apo B e t  l ibère  l e s  autres apoprotéines sous forme soluble. 

La séparation des apoprotéines s 'effectue généralement par électrophorèse 

sur g e l  de polyacrylamide à pH a l c a l i n  en présence d 'u rée  (200) ou de SDS 

(379 ) .  Cependant, ce  procédé ne sépare pas l e s  différentes formes d'Apo C - I I I  

( 7 6 ,  201 , 316) e t  CATAPANO e t  co l l .  n'obtenant qu'une t r è s  mauvaise résolution 

des Apo C-IIIo e t  C-II ( 8 2  ) préfèrent l'isoélectrofocalisation pour doser ces 

deux apoprotéines dans des VLDL de sérums humains. 

Enfin, l e s  condi t ions  de c o l o r a t i o n  doivent  ê t r e  c h o i s i e s  de façon à 

obtenir une réponse chromogène l inéaire  entre  l e s  apoprotéines natives e t  

chaque apoprotéine purifiée,  e t  pour que l e s  dosages soient reproductibles 

il faut que l e s  étapes de délipidation puis de coloration e t  décoloration 

soient parfaitement contrôlées. 



5- PROBLEMES RELATIFS AU DOSAGE DES APOPROTEINES - ................................................ 

1') Choix d e s  s t a n d a r d s  - 

Q u e l l e  q u e  s o i t  l a  m é t h o d e  d e  d o s a g e  d e s  a p o p r o t é i n e s ,  q u e  ce l le -c i  

so i t  réalisée s u r  d e s  f r a c t i o n s  l i p o p r o t é i q u e s  ou d e s  sérums, e l l e  f a i t  t o u -  

j o u r s  i n t e r v e n i r  une c o u r b e  d ' é t a l o n n a g e  é t a b l i e  avec  un s t a n d a r d  convenablement 

c h o i s i  e t  p réc i sément  dosé .  

P l u s i e u r s  r a i s o n s  m a j e u r e s  f o n t  q u e  l e s  a p o p r o t é i n e s  i s o l é e s  s o n t  d e  

t r è s  mauvais  é t a l o n s  : 

* el les  s o n t  i n s t a b l e s  e n  s o l u t i o n  e t  généra lement  p e r d e n t  l e u r  immunoréac t iv i t é  

a u  bou t  d ' u n e  semaine à +4'C o u  -20'C ( 93 ) .  E l l e s  n e  peuvent  donc ê t r e  u t i l i -  

sées d a n s  l e  c a s  d ' u n e  méthode d e  dosage  immunologique, 

* l e u r  pur  i f  i c a t i o n  n é c e s s i t a n t  t o u t e  une série d e  m a n i p u l a t i o n s  (1 ' u l t r a c e n t r  i- 

f u g a t i o n ,  d é l i p i d a t i o n ,  ch romatograph ie ,  é l e c t r o p h o r è s e ) ,  il f a u t  ê t r e  très 

p r u d e n t  q u a n t  à l e u r  r é a c t i v i t é  comparée à celles des mêmes p r o t é i n e s  n a t i v e s ,  

* e t  e n f i n ,  lors d e  l e u r  i s o l e m e n t ,  elles t e n d e n t  à former d e s  a g r é g a t s  t rès 

h é t é r o g è n e s  d o n t  l e  comportement s e l o n  les  méthodes d e  dosage  u t i l i s é e s  es t  

d i £  f i c  i l e  à c o n n a î t r e .  

S o u s  l e u r  f o r m e  n a t i v e ,  l e s  a p o p r o t é i n e s  s o n t  s t a b l e s  b e a u c o u p  p l u s  

longtemps e t  se c o n s e r v e n t  pour l a  p l u p a r t  d ' e n t r e  e l les  a u  moins 6 mois à +4'C 

o u  -20'C, 1 ' A p o  D g a r d e  même a i n s i  s a  r é a c t i v i t é  pendan t  2 a n s  ( 9 4 ) .  

D e  ce f a i t ,  l e  s t a n d a r d  u t i l i s é  d a n s  t o u s  les  dosages  es t  un sérum-éta lon 

s e c o n d a i r e .  Son é t a l o n n a g e  réc lame une t rès grande  p r é c i s i o n ,  e t  s a u f  d a n s  l e  

cas d e s  dosages  dlApo B, il n e  p e u t  se f a i r e  a i sément  que  p a r  r a p p o r t  à l a  

p r o t é i n e  f ra îchement  p u r i f i é e .  Il s ' a g i t  d  'un problème extrêmement d é l i c a t ,  

compte t e n u  du comportement d e s  a p o p r o t é i n e s  une f o i s  p u r i f i é e s .  

Pour  l e  d o s a g e  d e  1 'Apo  B ,  l ' é t a l o n n a g e  s e c o n d a i r e  e s t  r e l a t i v e m e n t  

f a c i l e ,  e t  l a  m a j o r i t é  d e s  a u t e u r s  u t i l i s e n t  une s o u s - f r a c t i o n  d e  LDL d e  d e n s i t é  

1,040 - 1,053 g/ml q u i  ne  c o n t i e n t  que de  1'Apo B à l ' e x c l u s i o n  d e  t o u t e  a u t r e  

p r o t é i n e  ( 106). 

L e  c h o i x  d u  s é r u m - é t a l o n  s e c o n d a i r e  n é c e s s i t e  une g r a n d e  r i g u e u r .  Ce 

sérum d o i t  a v o i r  une d i s t r i b u t i o n  l i p o p r o t é i q u e  l a  p l u s  proche p o s s i b l e  d e  celle 

d e s  é c h a n t i l l o n s  a n a l y s é s  : e n  e f f e t ,  p o u r ' c e r t a i n s  a u t e u r s  ( 1 0 6 )  les  d ive rgen-  

ces n o t é e s  q u a n t  aux t a u x  normaux d'Apo B c h e z  l'homme s o n t  d u e s  à une d i f f é -  

r e n c e  de  c o m p o s i t i o n  non  s e u l e m e n t  e n t r e  l e s  s é r u m s  à d o s e r  p l u s  o u  m o i n s  

r i c h e s  e n  g r o s s e s  LP, mais  également  e n t r e  ces m ê m e s  sérums e t  l e  s t a n d a r d .  



RICHTER (283)  c o n s i d è r e  a i n s i  que  pour l e s  dosages  p a r  immunodiffusion 

r a d i a l e ,  l ' a n t i g è n e  e t  l e  s t a n d a r d  c h o i s i  d o i v e n t  a v o i r  l a  m ê m e  t a i l l e  molécu- 

l a i re  e t  pour une même c o n c e n t r a t i o n ,  l a  s u r f a c e  d e s  anneaux d e  p r é c i p i t a t i o n  

e s t  i n f é r i e u r e  si l a  p a r t i c u l e  a n t i g é n i q u e  e s t  d e  g rande  t a i l l e .  

2 ' )  R é a c t i v i t é  d e s  a p o p r o t é i n e s  p u r i f i é e s ,  d é l i p i d é e s  e t  n a t i v e s  - 

Ce problème e s t  l e  p l u s  souvent  r e m i s  en c a u s e  à propos  du dosage des A p o  

A ,  l ' é t a l o n n a g e  d e  c e l u i  d e  1 ' A p o  B n e  p o s a n t  a u c u n e  d i f f i c u l t é  m a j e u r e .  

Quant aux a u t r e s  a p o p r o t é i n e s ,  e x i s t a n t  en  q u a n t i t é s  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e s ,  

l e u r  dosage s o u l è v e  d e s  d i f f i c u l t é s  s u p p l é m e n t a i r e s  e t  ne f o n t  l ' o b j e t  que  

d e  q u e l q u e s  t r a v a u x .  

~ é j à  e n  1965, a p r è s  d i v e r s  t r a i t e m e n t s  d e  HDL ( c o n g é l a t i o n  e t  décongé la -  

t i o n  s u c c e s s i v e s ,  d é l i p i d a t  ion ,  d é n a t u r a t i o n  e n  p résence  d  ' u r é e )  , LEW e t  

FREDRICKSON c a r a c t é r i s e n t  p a r  immunoélectrophorèse une forme d e  HDL m i g r a n t  p l u s  

l e n t e m e n t  que l e s  LP n a t i v e s  (218) . 
D e  même, e n  1974,  SCHONFELD e t  PFLEGER ( 3 1 5 )  o b t i e n n e n t  p a r  l a  même 

t e c h n i q u e ,  avec un immunsérum anti-Apo A-1  un arc d e  p r é c i p i t a t i o n  s i t u é  à un 

e n d r o i t  d i f f é r e n t  s e l o n  q u e  l ' a n t i g è n e  déposé  est d e  1'Apo A-1 p u r e ,  o u  d e  1'Apo 

A-1 s o u s  forme d e  HDL d é l i p i d é e s  ou e n c o r e  d e  HDL n a t i v e s .  

KARLIN e t  col l .  e n  1978 (204) montrent  p a r  a i l l e u r s  que l e s  t a u x  dlApo 

A-1 d o s é s  dans  les HDL n a t i v e s  e t  d é l i p i d é e s  n e  s o n t  p a s  i d e n t i q u e s ,  e t  qu 'une  

p e r t e  s é l e c t i v e  d e s  p r o t é i n e s  i n t e r v e n a n t  l o r s  d e  l a  d é l i p i d a t i o n  est responsa -  

b l e  d e  cette d i s c o r d a n c e .  

Enf in ,  SCHONFELD e t  col l .  (310) p r é f è r e n t  d o s e r  1'Apo A - I I  d a n s  l e  sérum 

humain par  une méthode radioimmunologique p l u t ô t  que  pa r  immunoélectrophorèse 

s u r  g e l  d ' a g a r o s e ,  l ' a p o p r o t é i n e  isolée n ' a y a n t  p a s  l a  m ê m e  v i t e s s e  d e  m i g r a t i o n  

que  l ' a p o p r o t é i n e  n a t i v e  o u  d é l i p i d é e  e t  déve loppan t  d e s  p i c s  beaucoup p l u s  

h a u t s .  Par c o n t r e ,  pour d ' a u t r e s  a u t e u r s  ( 9 2 ) ,  l e s  m i g r a t i o n s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  

s o n t  i d e n t i q u e s  à c o n d i t i o n  d ' a j o u t e r  d u  Dextran T l 0  à l ' a g a r o s e  e n  s o l u t i o n .  

Outre  ces d i f f é r e n c e s  d e  comportement l iées  e s s e n t i e l l e m e n t  à d e s  modi f i -  

c a t i o n s  physicochimiques ,  les a p o p r o t é i n e s  o n t  une r é a c t i v i t é  immunologique 

v a r i a b l e  s e l o n  l e u r  é t a t .  En e f f e t ,  l a  d é l i p i d a t i o n  p e r m e t t a n t  1 ' o b t e n t i o n  d ' u n e  

p a r t i c u l e  p l u s  p e t i t e  d é b a r r a s s é e  d e  l a  q u a s i - t o t a l i t é  d e s  l i p i d e s  e t  possédan t  

une c o n f i g u r a t i o n  d i £  f é r e n t e ,  démasquera i t  c e r t a i n s  sites a n t  i g é n i q u e s  devenan t  

d e  ce f a i t  a c c e s s i b l e s .  



C e r t a i n s  a u t e u r s  ( 8 )  a y a n t  dosé  1'Apo B d e s  VLDL e t  d e s  chylomicrons  par  

une méthode radioimmunologique o n t  comparé l e s  t a u x  r e s p e c t i f s  d e  m ê m e s  f r a c -  

t i o n s  n a t i v e s  e t  p a r t i e l l e m e n t  d é l i p i d é e s .  Ils o n t  montré que l e s  v a l e u r s  

s o n t  p l u s  f a i b l e s  à 1 ' é t a t  n a t i f ,  e t  i ls  e x p l i q u e n t  c e t t e  d i f f é r e n c e  p a r  une 

t e n e u r  impor tan te  e n  l i p i d e s  d e s  LP n a t i v e s  c a c h a n t  c e r t a i n s  s i t e s  a n t i g é -  

n i q u e s .  

Ce problème d e  " d i s p o n i b i l i t é "  immunologique est  également s o u l e v é  pour 

1'Apo A d e s  HDL. A ce s u j e t  on n o t e  dans  l a  l i t t é r a t u r e  d e s  a v i s  c o n t r a d i c t o i -  

res, e t  pour l e  dosage immunologique de  1'Apo A-1 d a n s  l e s  HDL ou l e  sérum, 

s e l o n  l e s  a u t e u r s  : 

* il est i n d i s p e n s a b l e  d e  d é l i p i d e r  t o t a l e m e n t  a u  p r é a l a b l e  les é c h a n t i l l o n s  

a f i n  d ' o b t e n i r  une r é a c t i v i t é  complète ,  e t  SCHONFELD e t  c o l l .  (315) o n t  montré 

q u e  seulement  5  % d e s  sites a n t i g é n i q u e s  d e  HDL n a t i v e s  é t a i e n t  d i s p o n i b l e s .  

Par  c o n t r e ,  a p r è s  c o n g é l a t i o n s  e t  d é c o n g é l a t i o n s  s u c c e s s i v e s ,  ou  a p r è s  d é n a t u r a -  

t i o n  par  une s o l u t i o n  d ' u r é e  8M o u  d e  c h l o r h y d r a t e  d e  guan id ine ,  i ls  m u l t i p l i e n t  

l a  r é a c t i v i t é  respec t ivement  p a r  2  e t  5. En 1976, l e s  mêmes a u t e u r s  (313) 

o n t  suggéré  que l a  con£ i g u r a t i o n  de  c e r t a i n s  sites a n t é g é n i q u e s  d e  l a  molécule  

dlApo A-1 s e r a i t  masquée dans  les  HDL n a t i v e s  pa r  d e s  i n t e r a c t i o n s  e n t e  l e s  

l i p i d e s  e t  les p r o t é i n e s ,  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  l e u r s  r é g i o n s  N t e r m i n a l e s  ; 

* l a  d é l i p i d a t i o n  a u  c o n t r a i r e  e n t r a î n e  une p e r t e  d ' a p o p r o t é i n e s  (284) e t  les 

a u t e u r s  p r é f è r e n t  une s imple  d é n a t u r a t i o n  d e s  LP ou  d e s  sérums à d o s e r  par  

c h a u f f a g e  d e s  é c h a n t i l l o n s  à +52'C pendant 30 mn ( 1 2 1 ) ,  ou  par  d e  l a  t é t r a m é t h y -  

l u r é e  (86)  ou  encore  du  d é c y l - s u l f a t e  d e  soude (121) ; 

* pour d ' a u t r e s  e n f i n ,  aucun t r a i t e m e n t  ne s ' impose,  e t  il e s t  t o u t  à f a i t  

p o s s i b l e  d e  doser  1'Apo A-1 au  n iveau  d e s  HDL o u  d e s  sérums n a t i f s  (92,  323, 

348) . 
L ' e x p l i c a t i o n  d e  c e s  d i v e r g e n c e s  n ' e s t  p a s  c o n n u e ,  e t  p o u r  c e r t a i n s  

a u t e u r s ,  celles-i s e r a i e n t  d u e s  à l a  d i v e r s i t é  d e s  méthodes d e  dosage u t i l i s é e s  

(121) .  Cependant, si on compare les  r é s u l t a t s  d e  FAINARU e t  col l .  (120) ou  STARR 

et  c o l l .  ( 3 4 8 ) ,  à c e u x  d e  SCHONFELD e t  c o l l .  ( 3 1 5 ) ,  on c o n s t a t e  que malgré  un 

même p r i n c i p e  d e  dosage ( e s s a i  radioimmunologique) , l e  premier groupe t r a v a i l l e  

s u r  d e s  sérums n a t i f s  t a n d i s  que l e  second l e s  d é l i p i d e  préalablement .  Le mode 

o p é r a t o i r e  lui-même p e u t  a l o r s  ê t r e  m i s  en  c a u s e ,  l a  t echn ique  d e  marquage de  

1 ' a n t i g è n e  e t  l a  t e m p é r a t u r e  d ' i n c u b a t i o n  ' d e s  r é a c t a n t s  é t a n t  d i f f é r e n t e s .  

Une d i f f é r e n c e  d e  s p é c i f i c i t é  a n t i g é n i q u e  s e l o n  les l a b o r a t o i r e s  ( c e l l e - c i  

é t a n t  l i é e  à l a  d i v e r s i t é  d e s  méthodes d e  p u r i f i c a t i o n  d e  1'Apo A-1) , e n t r a î -  

n a n t  d e  ce f a i t  l a  s é l e c t i o n  d ' u n e  p o p u l a t i o n  d ' a n t i c o r p s  d ' a f f i n i t é  v a r i a b l e  

p o u r r a i t  également ê t re  à l ' o r i g i n e  de  l a  g rande  d i s p a r i t é  d e s  r é s u l t a t s .  



A i n s i ,  e n  1976, SCHONFELD e t  BRADSHAW (309) o n t  s é p a r é  à p a r t i r  d ' u n  immunsérum 

anti-Apo A-1 humaines deux l o t s  d ' a n t i c o r p s  d e  s p é c i f i c i t é  d i f f é r e n t e .  I l  semble 

e n  o u t r e  que d ' u n e  p a r t  l ' e s p è c e  animale  c h o i s i e  pour f a b r i q u e r  l e s  a n t i c o r p s  e t  

d ' a u t r e  p a r t  l a  méthode d ' immunisa t ion  i n t e r v i e n n e n t  : l e  mouton, l a  c h è v r e  o u  

l e  l a p i n  c r é a n t  d e s  a n t i c o r p s  h é t é r o g è n e s ,  e t  d e s  temps d ' immunisat ion l o n g s  

avec d e s  i n j e c t i o n s  d e  r a p p e l  f r é q u e n t e s  déve loppan t  une p o p u l a t i o n  d ' a n t i c o r p s  

à t r è s  h a u t e  a f f  i n i t é  (284) . I 

E n f i n ,  c e r t a i n s  a u t e u r s  u t i l i s e n t  l'immunsérum e n t i e r ,  d ' a u t r e s  p u r i f i e n t  

l e s  a n t i c o r p s  par  ch romatograph ie  d  ' a £  f  i n i t é  e t  c e t t e  é t a p e  supp lémenta i re  d e  

p u r i f i c a t i o n  peu t  e n c o r e  ê t r e  s o u r c e  d e  d i v e r g e n c e s  q u a n t  aux r é s u l t a t s  o b t e n u s  

l o r s  d e s  dosages ( 284) . 
P o u r  l e  d o s a g e  d e  1 ' A p o  A - I I ,  l a  p l u p a r t  d e s  a u t e u r s  o b t i e n n e n t  u n e  

r é a c t i v i t é  complète  dans  d e s  é c h a n t i l l o n s  n a t i f s  (19,  3 1 0 ) ,  e t  comme pour 

1 ' A p o  A-1 l a  d é l i p i d a t i o n  s e r a i t  même d é c o n s e i l l é e  (237,  284) .  Cependant, CHEUNG 

e t  c o l l .  (86) p r é c o n i s e n t  l e  t r a i t e m e n t  d e s  p ré lèvements  à l a  t é t r a m é t h y l  

u rée .  

SCHONFELD e t  col l .  (31 1  ) e x p l i q u e n t  d i f f  ic i l e m e n t  ce t te  complè te  r é a c t i v i -  

t é  d e  1'Apo A - I I ,  c e l l e - c i  se l i a n t  beaucoup p l u s  f o r t e m e n t  aux l i p i d e s  que 

1 ' A p o  A-1 (193, 241) e t  il sera i t  l o g i q u e  d e  pense r  que l a  d é l i p i d a t i o n  so i t  au 

c o n t r a i r e  s o u h a i t a b l e ,  l i b é r a n t  t o u s  les  s i t e s  a n t i g é n i q u e s .  

3 ' )  Auto-assoc ia t ion  e t  a g r é g a t i o n  d e s  a p o p r o t é i n e s  p u r i f i é e s  - 

Malgré  de  t r è s  nombreux t r a v a u x  menés d a n s  l e  b u t  d ' é t u d i e r  l e s  p r o p r i é t é s  

d e s  a p o p r o t é i n e s  e n  s o l u t i o n  aqueuse ,  un grand nombre d e  problèmes p e r s i s t e n t ,  

d u s  pour  l a  p l u p a r t  d ' e n t r e - e u x  à d e s  d i f f i c u l t é s  t e c h n o l o g i q u e s  r e l a t i v e s  

à l a  complex i t é  d e s  molécu les  a p o p r o t é i q u e s  q u i ,  l o r s q u ' e l l e s  s o n t  isolées, 

t e n d e n t  à former d e s  a g r é g a t s  pa r  a u t o - a s s o c i a t i o n  (263) .  Ce phénomène est 

t r è s  d i £  f i c  i l e  à c o n t r ô l e r ,  e t  semble e s s e n t i e l l e m e n t  f a v o r i s é  par l a  lyoph i -  

l i s a t i o n  ou l a  c o n s e r v a t i o n  d e s  a p o p r o t é i n e s  e n  s o l u t i o n  t r è s  c o n c e n t r é e .  

~écemment ,  d e s  a u t e u r s  o n t  d é f i n i  c e r t a i n s  p a r a m è t r e s  i n t e r v e n a n t  dans  ce 

p r o c e s s u s  : l a  f o r c e  i o n i q u e ,  l e  pH du m i l i e u  e t  l a  t e m p é r a t u r e  (357) .  Ils o n t  

montré a i n s i  q u ' à  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  i n f é r i e u r e s  à 0 , s  mg d'Apo A-1 p a r  m l  d e  

s o l u t i o n ,  c e l l e - c i  s e  t r o u v e  e s s e n t i e l l e m e n t  à l ' é t a t  d e  monomère ; p a r  c o n t r e ,  

au-dessus  d e  c e t t e  l i m i t e  se forment d e s  polymères d e  masses m o l é c u l a i r e s  

v a r i a b l e s .  Le pH semble p a r t i c u l i è r e m e n t  impor tan t  d a n s  l e  c a s  d e  s o l u t i o n s  

dlApo C-1, c a r  à pH n e u t r e ,  l ' a u t o - a s s o c i a t i o n  d e  cet te  p r o t é i n e  est très 

r a p i d e  ; p a r  c o n t r e  à pH a c i d e  1 ' A p o  C-1 s e  p r é s e n t e  e s s e n t i e l l e m e n t  s o u s  une 

forme monomère ( 2 6 4 ) .  



Certains travaux suggèrent par ailleurs que de telles modifications de 

la structure quaternaire modifient l'affinité des protéines vis-à-vis des 

lipides ; ainsi l'incubation préalable dlApo A-1 avec de la lysolécithine, 

prévenant le phénomène d'agrégation, augmente sa capacité de fixation aux 

phospholipides (290, 371) . 

4- VALEURS PHYSIOLOGIQUES HABITUELLES DES APOPROTEINES ..................................................... 

ET INTERETS DE LEUR DOSAGE CHEZ L'HOMME - ........................................ 

Compte tenu des très nombreux problèmes qui se posent lors des dosages 

d'apoprotéines (choix d'un bon étalon, validité de la méthode utilisée, méthodo- 

logie différente pour une même technique, sélection des échantillons analysés, 

utilisation d'immunsérums spécifiques d'affinité variable selon les laboratoi- 

res, etc...), il est extrêmement difficile de définir une valeur normale des 

taux chez l'homme, et les tableaux 13 et 14 (pages133et134) établissent respecti- 

vement une comparaison des résultats trouvés quant aux dosages de 1 'Apo B et de 

1'Apo A-1 dans des sérums normolipidémiques, par différents essais immunologi- 

ques. 

L'âge, le sexe et d'autres paramètres tels que l'index pondéral, la 

consommation d'alcool ou de tabac, 1 'activité physique semblent également 

intervenir sur les, taux d 'Apo B et A-1 ( 95) . 
ALAUPOVIC ( 4 ) ,  en utilisant une méthode immunoélectrophorétique obtient 

pour les 9 apoprotéines principales les valeurs physiologiques suivantes : 

Apopr ot 6 ine s 

A-1 

A-I I 

B 

C-1 

C-II 

C-III 

D 

E 

Taux n Ormaux 
(en mg/dl> 
(moyenne f 
écart type) 

134 + 24 - 
68 + 18 - 
98 + 20 - 

7 +  2 - 
13,7_+ 2 

13 - + 5 

10 + 4 - 
10 +_ 4 



A l a  lumière des premiers dosages sériques d 'apoprotéines dans d i £  férentes 

a£ fections (certaines hyperlipoprotéinémies primaires, maladie de Tangier , 
abêtalipoprotéinémie, déficience en LCAT, diabète, certaines maladies hépatiques), 

il semble que l a  détermination du p ro f i l  apoprotéique permette de mieux caracté- 

r iser  l e s  perturbations affectant l e  métabolisme lipidique circulant ( 4) . 
Dans l e  domaine de l ' a t h ~ r o s c l ~ r o s e ,  l e s  dosages dlApo B e t  A-1 apparais- 

sent également intéressants dans l a  mesure où i ls reflètent respectivement l e s  

LP de basse de haute densités,  l es  premières étant  athérogènes e t  l e s  secondes 

étant  anti-athérogènes. 

Le tableau ci-dessous résume l e s  modifications l e s  plus caractéristiques 

des apoprotéines ans certaines dyslipoprotéinémies : 

1 . ............... type 1 Apo A-1 1 A-II+ Apo B +  

............. type IIa Apo B f  

.............. type IV Apo C-1 1 C-III+ 

............. type I I I  Apo Ef 

............... type V Apo C-II+ 

....... athérosclérose Apo A 1 Apo B +  . ... maladie de Tangier Apo A-I++ Apo A-II++ 

~bêtalipoprotéinémie . Apo B + +  

Modifications des taux d'apoprotéines dans l e s  

dyslipoprotéinémies. 

En£ i n ,  connaissant 1 ' importance des apoprotéines dans l e  métabolisme des 

L~(1'Apo C-II act ive l a  LPL chargée de l 'épuration des triglycérides ; 1'Apo A-1 

e s t  indispensable à 1 'action de l a  LCAT chargée de 1 'estér i f icat ion du choles- 

t é r o l  ; 1'Apo B spéci£ique des VLDL e t  LDL permet ainsi  de suivre l e  devenir 

de ces  LP ; 1'Apo E participe au métabolisme ce l lu la i re  du cholestérol par 

compétition au niveau des récepteurs ce l lu l a i r e s  avec 1'Apo B des LDL),  e t  d'un 

aspect plus fondamental, il peut ê t r e  t r è s  u t i l e  de l e s  doser. 



TABLEAU 13 - 

DOSAGES IMMUNOLOGIQUES DE L'APO B CHEZ L'HOMME 

:::::: : Valeur moyenne + écar t  type 

Référence 

93 

9 3 

304 

8 

204 

204 

i 

:::: : LDL iso lées de sérums normol ipémiques par u l t r acen t r i f uga t i on  préparat ive 

x : R I D  = immunodiffusion r ad ia l e  
R I E  = é l  ectroimmunodiffusion 
R I A  = essai radioimmunologique 

Type de 
dosage:: 

R I  D 

RIE 

R I A  

R I A  

R I A  

R I A  

Préparat ion des LDL 

P réc i p i t a t i on  par l e  
su l f a t e  de dextran 

+ u l t r acen t r i f uga t i on  

d 1,030 - 1,043 g/ml"" 

d 1,025 - 1,050 g/ml::" 

d 1,030 - 1,050 g/ml"" 

d 1,020 - 1,050 g/ml::" 

d 1,019 - 1,063 g/ml"" 

Mode de 
marquage 

des LDL 

- - - 

-- - 
Chtoramine T 

Monochl orure 
d ' iode 

Chloramine T 

Chloramine T 

+ 

Dosage chez des su je ts  normolipidémiques 

Taux d'apo B t o t a l e  
dans l e s  sérums 

(en g/ 1 ) :::::: 

0,83 + 0,25 - 

0,89 f 0,13 - 

0,83 + - 0,16 

O ,81 

0,90 + - 0,24 

0,92 + - 0,21 

Nombre 
de su je ts  

64 

12 

4 2 

349 

82 

42 

Moyenne d'âge 
des su je ts  
(en années) 

34 

--- 

42 + - 13 

(20 - 65) 

(20 - 35) 

(20 - 39) 



TABLEAU 14 

DOSAGES IMMUNOLOGIQUES DE L'APO A - 1  CHEZ L'HOMME 

:: : R I D  : immunodiffusion r a d i a l e  

R I E  : électroimmunodif fusion 

R I A  : essai radioimmunol ogique 

:::: : Valeur moyenne + - é c a r t  type 

Taux d '  Apo A-1 
dans l e s  sérums 

(en g/l):::: 

1,20 + - 0,20 

1,29 + 0,25 

1,46 + 0,78 

1,43 + 0,24 

1 ,O0 + O ,35 

1,04 + 0,34 

1,30 + - 0,20 

1,49 + 0,30 - 

. 
Référence 

8 6 

92 

31s 

120 

Moyenne 
d'âge 

(en années) 

3 9 

3 6 

- 
- 

3 7 

2 9 

2 7 

33 

Type de 
dosage:: 

R I D  

R I E  

R I A  

R I A  

Sujets  
. 

Sexe 

hommes 

femmes 

hommes 

femmes 

hommes 

femmes 

hommes 

femmes 

Nombre 

263 

99 

19 

19 

41 

34 

17 

35 



C H A P I T R E  I I I  
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1 - I N T R O D U C T I O N  

La classification des hyperlipidénies telle qu'elle a été proposée 

par FREDRICKSON a représenté un réel progrès, en permettant d'adapter la thé- 

rapeutique diététique ou médicamenteuse à chaque type d'hyperlipoprotéinémie. 

Néanmoins, les méthodes de typage qui sont à la base de cette 

classification sont imparfaites. 

L'analyse qualitative précise des différentes classes de LP plas- 

matiques fait appel soit à l'ultracentrifugation, soit beaucoup plus couram- 

ment à l'électrophorèse de zone, or la valeur de chacun des supports classi- 

quement utilisés pour la séparation électrophorétique des LP est très inégale 

et aucun d'entre eux n'est réellement recommandable pour le typage d'une 

hyperlipidémie. 

Par contre, l'apport de l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

est indiscutable ; ce polymère semble être le support idéal, simplifiant con- 

sidérablement le problème du diagnostic des hyperlipidémies. 

Nous présentons, dans ce travail, la mise au point d'une technique 

d'électrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient discontinu de pH et de 

concentration (322). Elle est basée sur la précoloration des Le par le nitro- 

bleu de tétrazolium selon SEGAL et coll. 021) et sur leur séparation dans un 

tube contenant trois gels superposés : gel intermédiaire (A), gel de concen- 

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

2 - M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

a )  Sérums 

Nous avons utilisé des sérums normo et hyperlipémiques provenant 

de la Consultation des Maladies Métaboliques (Professeur JAILLARD) de la 

Clinique Médicale Générale A (Cité Hospitalière, Lille). 

Les échantillons de sang sont prélevés après 12 heures de jeûne 

et recueillis sur EDTA. Après centrifugation, les sérums sont analysés le 

jour même ou le lendemain. 



b )  Coloration des 1 ipoprotéines 

Les LP sont  précolorées par  l e  n i t rob leu  de tétrazolium (NBT) 

(Sigma) . 
A 100 ~1 de sérum, on a jou te  successivement : 

- 50 P l  d 'une solu t ion  aqueuse de NBT à 3 mg/ml, 

- e t  50 u l  d 'une so lu t ion  aqueuse de nicotinamide-adénine- 

dinucléotide sous forme rédu i t e  (NADH) (Boehringer) à 

10 mg/ml . l 

Après mélange, l a  réduction du NBT (colora t ion  bleue violacée)  

s ' o b t i e n t  en a joutant  approximativement 10 ~g de méthosulfate de phénazine 

(Sigma) . 
Le sérum a i n s i  précoloré peut  ê t r e  conservé pendant 24 heures. 

c )  Apparei 1 1 age 

Nous u t i l i s o n s  l ' a p p a r e i l l a g e  Canalco "Quick d isc"  modèle 1200. 

La séparat ion des LP s ' e f f e c t u e  l e  long d'une p e t i t e  colonne de ge l  supportée 

p a r  des tubes de verre de 75 mm de long, 7 mm de diamètre ex té r i eu r  e t  5 mm 

de diamètre i n t é r i e u r .  

d )  Réactifs 

Les compositions des d i f f é r e n t s  r é a c t i f s  son t  données dans l e s  

tableaux su ivan t s  : 

- Solutions tamponnées 

:: Tétraméthyléthylènediamine 

d 

8,9 

750 m l  

240 m l  

- 
1,15 m l  

1000 m l  

, 

c 

617 

250 m l  

480 m l  

- 
4,6 m l  

1000 m l  

b 

617 

125 m l  

240 m l  

- 

2,3 m l  

1000 m l  

- 
Solutions 

PH a j u s t é  à : 

T r i s  2 M 

HC1 1 N 

Glycocolle 

TEMED:: 

Eau d i s t i l l é e  q.s.p. 
i- 

a 

8 ,3  

25 m l  

- 

2818 g 

- 
1000 m l  



- Autres solutions 

- Solutions de ge l s  

Solutions 

Acrylamide 

Bisacrylamide 

Ribof lavine 

Saccharose 

Persulfate d'NH4 

Eau d i s t i l l é e  q.s.p. 

Conservation à + 4' C 

e )  E l  ectrophorèse 

3 

Les ge l s  sont successivement coulés e t  polymérisés (gel  B poly- 

mérisé à l a  lumière) à raison de 0,7 m l  de ge l  de séparation ( C ) ,  0 , l  m l  

de gel  de concentration (B) e t  0 , l  m l  de g e l  intermédiaire ( A ) .  

Après avoir  déposé 20 ~1 de sérum précoloré, l e s  tubes de gel  

sont déposés dans l a  cel lule .  L'électrophorèse se  f a i t  dans l e  tampon (a) 

de pH 8,3 pendant environ 35 min. sous une i n t ens i t é  constante de 5 mA par  

tube de gel .  Le tampon (a) e s t  u t i l i s é  f ro id  (+ 4' C) . 

Acrylamide 

LILLE 

e 

12 g 

Or6 g 

- 
- 

- 
100 m l  

1 mois 

Autres 

Gel - 
b 

C 

d 

e 

f 

9 

h 

i 

j 

h 

- 

- 

4 mg 
- 
- 

100 m l  

1 mois 

f 

13 g 

0 ,s  g 

- 
- 
- 

100 m l  

1 mois 

A 

- 
1 vol 

- 
- 

- 
1 vol 

- 
- 

2 V O ~  

g 

8 9 

2 g 
- 
- 
- 

100 m l  

1 mois 

i 

- 
- 
- 

80 g 
- 

100 m l  

3 mois 

j 

- 
- 
- 
- 

0114 g 

100 m l  

1 Sem. 
L 

I 

B 

1 vol 

- 
- 
- 

1 vol 

- 
1 vol 

1 vol 

- 

C 

- 
- 

1 vol 

1 vol 

- 
- 
- 
- 

2 vol 



3 - R E S U L T A T S  

Les LP sont  f rac t ionnées  non seulement en fonction de l eu r  charge 

mais auss i  de l e u r  t a i l l e .  De ce f a i t ,  l e s  chylomicrons s ' i n d i v i d u a l i s e n t  par- 

fai tement,  e t  l e s  P-LP migrent p lus  l o i n  que l e s  pré-P-LP. 

La Figurelg, page 139object ive l a  migration des d i f fé ren tes  c l a s s e s  

de LP : 

- Le g e l  A est imperméable aux chylomicrons, 

- Le g e l  B bloque l a  migration des VLDL qu i ,  après  avoir  t r ave r sé  

l e  ge l  A,  s e  l o c a l i s e n t  à l a  l imi te  supérieure du ge l  B en une 

bande p lus  ou moins é t a l é e  mais nettement d é f i n i e ,  

- Le ge l  C f rac t ionne l e s  a u t r e s  LP : l e s  LDL forment une bande 

p r inc ipa le  parfai tement séparée des VLDL e t  l a  bande d i f fuse  

s i t u é e  au voisinage de l ' anode correspond aux HDL. 

La puissance du pouvoir sépara teur  de c e t t e  méthode d 'é lec t ro-  

phorèse e s t  démontrée par  l a  mise en évidence de bandes in termédia i res  : 

- Dans ce r t a ins  sérums r i c h e s  en VLDL, on note en e f f e t  une 

bande supplémentaire s i ègean t  jus te  au-dessous des  VLDL e t  

correspondant sans doute à l a  f r a c t i o n  "Un d é c r i t e  par 

MEAD e t  c o l l .  (240) .  I l  s ' a g i r a i t  de VLDL de t a i l l e  moléculaire 

p l u s  p e t i t e ,  e t  donc des LP intermédiaires se formant l o r s  du 

catabolisme des VLDL en LDL (IDL) . 
- Une a u t r e  bande add i t ionne l l e ,  t r è s  colorée,  s i t u é e  jus te  au- 

dessus des LDL e s t  observée dans de nombreux séqums. Iso lée  

p a r  électrophorèse prépara t ive  su r  g e l  de polyacrylamide se lon 

un procédé o r i g i n a l  d é c r i t  ul tér ieurement,  c e t t e  LP p a r t i c u l i è r e  

e s t  ca rac té r i sée  pa r  des méthodes imrnunologiques e t  i d e n t i f i é e  

à l a  Lp (a)  . 
L'usage du g e l  de polyacrylamide permet en o u t r e  l ' i d e n t i f i c a t i o n  

du type III de FREDRICKSON sans q u ' i l  s o i t  nécessaire de compléter l e  dia- 

gnost ic  par  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  c r i t è r e  indispensable jusqu'alors .  On note  

en e f f e t ,  dans ce  cas ,  l e  con t ras t e  e n t r e  l e  taux de cho les té ro l  supérieur à 

l a  normale e t  l a  quasi  d i s p a r i t i o n  de l a  bande des LDL, a l o r s  que c e l l e s  des 

VLDL e t  su r tou t  des IDL son t  anormalement marquées. Ceci e s t  dû au f a i t  que 

l e  type III s e  ca rac té r i se  par  l a  présence dans l e  sérum d'une LP anormale 

s 'apparentant ,  du point  de vue de l a  t a i l l e  moléculaire, aux VLDL mais ayant 

s u r  papier  ou agarose, une migration électrophorét ique de type bêta. 



a : chylomicrons 
b : VLDL 
c : LDL 

Figure 19 

d : HDL 

e : IDL 

f : Lp(a) 

LIPIDOGRAMMES EN GRADIENT DISCONTINU D'ACRYLAMIDE 



4 - C O N C L U S I O N S  

- L'emploi du gel de polyacrylamide à gradient de concentration 

comme support d'électrophorèse rend l'interprétation du 

lipidogramme beaucoup plus spécifique, et la technique que 

nous décrivons est très simple à réaliser. 

- L'excellente séparation des chylomicrons exogènes et des LP 
endogènes (ou VLDL) prévient toute confusion entre les types 

IV et V et rend la méthode nettement supérieure à celle qui 

utilise l'acétate de cellulose. Le gel de polyacrylamide se 

révèle être un support de choix pour la résolution des 

sérums lactescents. 

- La qualité de l'individualisation des LDL et des VLDL présente 
un énorme avantage, permettant de diagnostiquer sans ambiguïté 

un type III. 

-  autre part, ce support permet la mise en évidence de LP 

particulières telle la Lp (a) . 
Migrant en position pré-bêta sur les supports classiques (337), 

elle est ici parfaitement séparée et cette constatation éclaire 

d'un jour nouveau les observations de sérums normotriglycéridé- 

miques avec pré-bêta augmentées sur les supports classiques (103) 
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B - ELECTROPHORESE PREPARATIVE DES LIPOPROTEINES 

SUR COLONNE DE GEL D'ACRYLAMIDE 

APPLICATION A LA P U R I F I C A T I O N  DES 

HDL, LDL E T  ~ ~ ( a )  

CARACTER 1 S A T I  ON PARTI  ELLE DE LA L~ ( a )  



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

L'excel lente  résolu t ion  des p r i n c i p a l e s  c l a s ses  de LP e t  l ' i n d i v i -  

dua l i sa t ion  de l a  Lp(a) obtenues par  l ' é l ec t rophorèse  analyt ique en g e l  de 

polyacrylamide nous a suggéré l a  mise au p o i n t  d'un appare i l  p répara t i f  u t i l i -  

s an t  l e  même support. La sépara t ion  s ' e f f e c t u e  l e  long d'une colonne de g e l  

d'acrylamide à grad ien t  discontinu de concentrat ion,  e t  l e s  LP a i n s i  indiv i -  

dual i sées  sont  é luées  quantitativement e t  de façon continue pa r  l ' intermé- 

d i a i r e  d'un système que nous décrivons ( 1 0 2 .  

La méthodologie e s t  t r è s  simple, e t  permet d ' i s o l e r  rapidement à 

p a r t i r  d'un sérum, les LDL e t  HDL q u ' i l  cont ient .  

En o u t r e ,  couplée à l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  c e t t e  technique nous 

a permis l ' ob ten t ion  à l ' é t a t  pur de l a  Lp(a) à p a r t i r  d'un sérum anormalement 

r iche  en c e t t e  f r a c t i o n ,  e t  d ' en  f a i r e  une étude p a r t i e l l e  (103). 

2 - M A T E R I E L  ET M E T H O D E S  

a)  Desc r ip t i on  du système p r é p a r a t i f  

L'appare i l  d 'électrophorèse p répara t ive  q u i  nous a s e r v i  dans 

c e t t e  étude a été m i s  a u  po in t  en col labora t ion  avec le  Centre de Technologie 

Biomédicale de 1'I.N.S.E.R.M. (Directeur : Y, MOSCHETTO) . Schématisé dans l a  

Figure20, page 142 , il s e  compose de deux p a r t i e s  : 

- une colonne proprement d i t e ,  

- e t  une chambre d ' é lu t ion .  

Muni d 'un niveau à b u l l e ,  l 'ensemble repose s u r  un support à t r o i s  po in tes  

r ég lab les  permettant d ' a j u s t e r  l a  v e r t i c a l i t é  du système. 

- La colonne proprement d i t e  .......................... 
La colonne e s t  formée de deux tubes  concentriques en p l e x i g l a s ~  

dont l ' u n ,  c e n t r a l  e t  creux, cons t i tue  l e  système de ré f r igé ra t ion .  La con- 

vect ion du tampon q u i  l e  rempl i t  s u f f i t  à é v i t e r  t o u t e  é lévat ion  de tempé- 

r a tu re .  

Le g e l ,  coulé dans la  couronne ex té r i eu re ,  e s t  maintenu à s4 base 

p a r  une trame de nylon parfai tement tenduset  p lane ,  centrée s u r  l e  tube de 

r é f r i g é r a t i o n  e t  totalement imperméable au ge l .  



APPAREIL D ' t  L t  CTROPHORt St  PRtpARATIVt dimensions en mm 

Figure 20 

APPAREIL D'ELECTROPHORESE PREPARATIVE 



- La chambre d'élution .................... 
La chambre d'élution s'adapte à la base de la colonne. D'une 

hauteur de 0,8 mm, elle est délimitée par la surface inférieure du gel et 

une membrane en matière plkstique 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 périphérie vers le centre entre deux surfaces planes sans obstacle et 

donc sans volume mort. 

b) Préparation du support d'électrophorèse 

Pour la préparation du support, la chambre d'élution est rempla- 

cée par un bouchon s'adaptant de façon parfaitement étanche à la trame de 

nylon. 

Deux gels, de concentration différente en acrylamide, sont suc- 

cessivement 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 à ces préparations est indiquée 

ci-dessous : 

:: Tampon pH 8,3 (Tris 15 g, Glycocolle 72 g, Eau distillée q.s.p, 
5000 ml) 

! 

.P., ..,. A préparer extemporanément 

...P.. --- Tétraméthyléthylénediamine 

* 

Acrylami.de 

Bisacrylamide 

Tampon d'électrophorèse:: 

Solution de persulf ate:::: 
à 10 % (p/v) 

TEMED:::::: 

Tampon d'électrophorèse 

Dans chaque cas, la polymérisation est obtenue en 30 min. à 

température ambiante. 

Gel de Séparation 

A 

3 g 

0,25 g 

80 ml 

Gel dlElution 

B 

2 g 

or5 g 

80 ml 

Agiter et dégazer 

Q,7 ml 

30 cl1 

q.s.p. 100 ml 

0,7 ml 

30 ~l 

q.s.p, 100 ml 



c )  Préparation des échanti l lons à pur i f i e r  

L'isolement des LDL e t  des HDL d'un plasma, en vue d'une analyse 

l ip id ique  de chaque f r a c t i o n ,  ne nécess i t e  aucune préparat ion p réa lab le  e t  

des  quant i tés  a l l a n t  jusqu'à 5 m l  de plasma peuvent ê t r e  déposées en vue de 

l ' é lec t rophorèse .  S i  l ' o n  d é s i r e  é tud ie r  l a  p a r t i e  protéique des LP ou prépa- 

r e r  des immunsérums spéci f iques ,  il e s t  nécessa i re  d 'él iminer dans un premier 

temps l e s  au t res  p ro té ines  par  une u l t r acen t r i fuga t ion  menée pendant 

24 heures à l a  dens i t é  d = 1/21. 

Pour l a  p u r i f i c a t i o n  de l a  L p ( a ) ,  deux é tapes  d 'u l t r acen t r i fuga-  

t i o n ,  avec ajustement intermédiaire des dens i t é s ,  s ' imposent avant l ' é l e c t r o -  

phorèse, e t  l a  f r a c t i o n  de LP de dens i t é  comprise e n t r e  1,063 e t  1,12 g/ml 

est déposée s u r  l a  colonne après d ia lyse  cont re  du sérum physiologique. Cette  

f r ac t ion ,  comprenant l a  majeure p a r t i e  de l a  Lp(a) e t  l e s  HDL2, e s t  d issociée  

p a r  électrophorèse préparat ive.  

ci) E l  ectrophorèse 

La chambre d ' é lu t ion  e s t  adaptée à l a  base de l a  colonne, e t  l a  

p a r t i e  in fé r i eu re  du système e s t  immergée dans l e  bac anodique. Du tampon 

d 'électrophorèse e s t  a jou té  jusqu'au sommet de l a  colonne pu i s  dans l e  bac 

cathodique, pu i s  l ' é c h a n t i l l o n  e s t  déposé à l a  surface  du g e l  de sépara t ion ,  

sous l e  tampon. L'électrophorèse s e  poursui t  pendant 16 heures, à + 4 O  C l  

sous un voltage constant  de 200 vo l t s .  

e )  Elution des l ipoprotéines 

Un tuyau c a l i b r é ,  connecté au cen t re  de l a  chambre d ' é l u t i o n  

(canal 1 - Figure 20, page ) ,  est r e l i é  à un concentrateur d ' é l u a t s  de 

colonne (On-Line concentrator  - Amicon Corporation). Dans ce  système, l e  

parcours e f f e c t i f  des é l u a t s  s u r  une membrane d ' u l t r a f i l t r a t i o n  s u i t  une 

mince sp i ra le .  Le solvant  e t  l e s  micromolécules de t a i l l e  i n f é r i e u r e  au 

diamètre des pores de l a  membrane sont  capables de l a  t r ave r se r ,  t and i s  que 

l e s  macromolécules en solu t ion  beaucoup p l u s  concentrée r e s t e n t  en surface. 

E l l e s  sont  d i r igées  pa r  l ' i n t e rmédia i re  d'un second tuyau (canal 2 - 
Figure 20, page 142) dans l a  microcuve d 'un spectrophotomètre dont l e  mono- 

chromateur e s t  c a l é  s u r  une longueur d'onde de 280 nm (ou 52Q nm quand l e s  

LP sont  précolorées) ,  pu i s  en f in  récupérées dans un co l l ec teur  de f r a c t i o n s  

réglé  pour r e c u e i l l i r  des volumes de 4 m l  pour un d é b i t  de 1,3 ml/min. 



Le tuyau du canal 3 (~igure 20, page142) de la pompe assure l'ali- 

mentation en tampon du bac anodique de façon continue, avec un débit identique 

au débit dlélution. 

f )  C a r a c t é r i s a t i o n  des f r a c t i o n s  p u r i f i é e s  

La pureté des fractions de LP ainsi préparées a été testée par des 

méthodes électrophorétiques et immunologiques ; l'analyse de leur composition 

lipidique complète l'identification. 

- Caractérisation électrophorétique ................................. 

Les LP des fractions isolées ont fait l'objet d'une analyse quali- 

tative par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (322) et éventuellement 

sur gel d'agarose. 

- Caractérisation immunolog&que ............................. 
Les propriétés immunologiques des fractions isolées ont été étudiées 

par double diffusion en gel d'agarose (267) à l'aide d'immunsérums spécifiques 

anti-alpha et anti-bêta-LP (Boehringer) et anti-Lp (a) (fourni par le 

Docteur BURSTEIN, C.N.T.S. Paris) . 
Les réactions sont lues après 48 heures de diffusion des deux 

réactants, à température ambiante, dans un gel d'agar à 1 % (p/v) en tampon 

véronal 0,05 M pH 8,6. 

- Caractérisation chimique ........................ 
Les lipides des Li?, extraits par la méthode de FOLCH (136), ont 

été fractionnés par chromatographie sur couche mince de gel de silice 

(appendice technique, page 243). 

Après révélation des taches par l'iode et élution par un mélange 

chloroforme-méthanol (v/v), le cholestérol et les triglycérides ont été dosés 

simultanément à l'autoanalyseur Technicon par la méthode de RUSH et coll. 

(294) (appendice technique, page 259), et les phospholipides ont été détermi- 

nés par la méthode de RAHEJA et coll. (277) (appendice technique, page 245). 

Les compositions en acides gras des triglycérides, des esters de cholestérol 

et des phosphatidyl-cholines ont été établies par chromatographie en phase 

gazeuse des esters méthyliques d'acides gras obtenus par méthanolyse des 

fractions préalablement isolées sur couche mince. 



L'étude de l a  composition glucidique des LP a é t é  ef fec tuée  après 

dé l ip idat ion  p a r  un mélange chloroforme-méthanol (1/4 v/v) d 'une f rac t ion  

a l iquo te  ( 2  mg de proté ine)  e t  lyoph i l i sa t ion  (246). Les hexoses on t  é t é  dosés 

pa r  l a  méthode à l ' o r c i n o l  de TILLMANS e t  PHILIPPI (362) modifiée par  

RIMINGTON (285)  avec, comme témoin i n t e r n e ,  un mélange équimoléculaire de 

mannose e t  de galactose (appendice technique, page 247) .  

La teneur en ac ides  s i a l i q u e s  a é t é  appréciée pa r  une modification 

de l a  méthode de N I A Z I  e t  STATE (250) modifiée,  en u t i l i s a n t  un r é a c t i f  à l a  

diphénylamine e t  l ' a c i d e  N-acétyl-neuraminique comme témoin in te rne  ( appendice 

technique 249) . 
Les protéines des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  o n t  é t é  dosées selon l a  

méthode de LOWRY (226) en u t i l i s a n t  comme é ta lon  de l a  sérumalbumine 

(appendice technique, page 241) . 
L'analyse q u a l i t a t i v e  de l a  copule proté ique  de l a  Lp(a) a é t é  

ef fec tuée  après  dé l ip idat ion  pa r  un mélange éthanol-éther é thyl ique  (3 :1  v/v) 

(297).  Les proté ines  de l ' e x t r a i t  s ec ,  so lub i l i sées  dans une solu t ion  de 

dodécylsulfate de sodium ( 4  % p/v) o n t  é t é  séparées en électrophorèse su r  g e l  

de polyacrylamide - SDS selon une adaptat ion de l a  méthode de WEBER e t  OSBORNE 

(379) (appendice technique, page 251).  En présence du détergent ,  l e s  proté ines  

forment des complexes mice l l a i r e s  q u i  s e  séparent  en g e l  de polyacrylamide en 

fonction du po ids  moléculaire de l a  proté ine .  

3 - RESULTATS ET APPLICATIONS 

a) Isolement des HDL et des LDL - Applications 

- Isolement --------- 

La Figure 21, page 147 montre qu 'après électrophorèse prépara t ive  

du sérum, l e s  LP sont  Gluées respectivement en deux p i c s  parfai tement séparés,  

e t  l ' é l ec t rophorèse  analyt ique s u r  g e l  de polyacrylamide p réc i se  que l e  p i c  1 

correspond aux HDL a l o r s  que l e  p i c  II correspond aux LDL. Les VLDL dont l a  

t a i l l e  e s t  t r o p  importante pour t r a v e r s e r  l e s  mai l les  du g e l  r e s t e n t  en haut 

de l a  colonne. 

Les deux LP i s o l é e s  donnent une seu le  bande en électrophorèse 

analytique s u r  ge l  de polyacrylamide e t  réagissent  spécifiquement avec l e u r  

antisérum correspondant en immunodiffusion. 



FI : HDL FII : LDL FRACT 1 ON 

DEPOT : 5 ml de pl asma de d < 1,21 

DEBIT : 1,3 ml/mn TAMPON : tr is-glycocolle pH : 8,3 

2 0 0  volts 16 heures 4" C 

ENREGISTREMENT : 2 8 0  nm 

Figure 21  

ENREGISTREMENT SPECTROPHOTOMETRIQUE DU FRACTIONNEMENT OBTENU PAR 

ELECTROPHORESE PREPARATIVE D'UN PLASMA PREALABLEMENT CENTRIFUGE 



Les compositions l i p i d i q u e s  p a r t i e l l e s  des deux f r a c t i o n s  son t  

résumées dans l e  tableau 15, page 149 . E l l e s  son t  parfai tement en accord 

avec l e s  compositions proposées dans l a  l i t t é r a t u r e  pour ces mêmes LP i s o l é e s  

se lon des procédés d i f f é r e n t s  comme l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  de f l o t t a t i o n  (339).  

Afin de connaître  l e  pourcentage de récupérat ion des LP dans not re  

système, nous avons e f fec tué  l ' a n a l y s e  quan t i t a t ive  des  HDL e t  des LDL sépa- 

r ées  par  électrophorèse prépara t ive  d'une p a r t  e t  déterminées, d ' au t re  p a r t ,  

par  p r é c i p i t a t i o n  sé lec t ive  à l ' a i d e  de polyanions e t  de dé tergents  selon 

WILSON e t  c o l l .  (387) (appendice technique, page 256 1.  Pour ce  f a i r e ,  nous 

avons dosé l e  choles téro l  de chacune des f r a c t i o n s  en chromatographie en phase 

gazeuse se lon AMBERT e t  c o l l .  ( 1 4  ) ( l a  chromatographie gazeuse a  é t é  chois ie  

de préférence au dosage automatique enzymatique en f luor imé t r i e  à cause de 

l ' i n t e r f é r e n c e  de l a  précolora t ion  dans c e t t e  de rn iè re  méthode) (appendice 

technique, page 263 ) . 
Les r é s u l t a t s  rassemblés dans l e  Tableau 16 , pagel50 , montrent 

que l e  pourcentage de récupérat ion déterminé en prenant  comme référence l a  

méthode de WILSON, e s t  exce l l en t  dans l e  cas des HDL (rendement = 94,3 %) e t  

un peu moins bon dans l e  cas des LDL (rendement = 79 % ) .  

- Applications ------ 

L'électrophorèse prépara t ive  s 'adapte  à l a  quan t i f i ca t ion  des LP 

(Tableau 16 , page 150) .  L'analyse des coe f f i c i en t s  de v a r i a t i o n  indique que 

pour l ' a n a l y s e  des HDL, l a  sépara t ion  sur  colonne e s t  p lus  adaptée a l o r s  que 

pour c e l l e  des LDL l a  p r é c i p i t a t i o n  par  l e s  polyanions e t  l e s  détergents  e s t  

meil leure.  Ceci peut s ' expl iquer  p a r  l e  f a i t  que l e s  HDL, p e t i t e s  molécules 

t r è s  ionisées  à pH a l c a l i n ,  son t  é luées  rapidement e t  sans  p e r t e  a l o r s  que 

l e s  LDL p lus  grosses e t  moins chargées sont  moins faci lement éluées e t  r e s t e n t  

en p a r t i e  (21 %) dans l e s  mai l les  des ge ls .  

 électrophorèse prépara t ive  se  révèle  par t icul ièrement  u t i l e  pour 

l a  séparat ion des LDL e t  su r tou t  des HDL. E l l e  é v i t e  l e s  nombreux ajustements 

de dens i té  e t  l e s  mult iples cent r i fugat ions  que nécess i t e  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

de f l o t t a t i o n .  Les LP i s o l é e s  s o n t  i n t a c t e s  qual i ta t ivement ,  s i  l ' o n  en juge 

d 'après  l e u r  mobil i té  é lec t rophoré t ique ,  l e u r  r é a c t i v i t é  antigénique e t  l e u r  

composition l ip id ique .  



TABLEAU 15 
-- 

COMPOSITIONS LIPIDIQUES COMPAREES DES HDL ET LDL PLASMATIQUES ISOLEES PAR 

ELECTROPHORESE PREPARATIVE (102) ET ULTRACENTRIFUGATION DE FLOTTATION (339) 

A : présent  t r a v a i l  B : Sk ipsk i  e t  c o l l .  (339) 

x Esters  de cho les té ro l  = cho les té ro l  e s t é r i f i é  x 1,7 

A 
HDL 

B 

A 
LDL 

B 

En pourcentages - pa r  rappo r t  
aux poids de l i p i d e s  to taux  

Cho1 e s t é r o l  
1 i b r e  

6 

6 

10 

9 

En pourcentages - 
par  rappo r t  aux 
phosphol i p i d e s  

Es ters  de* 
cholestérol 

5 O 

50 

54 

4 9 

L é c i t h i n e  

75 

75,4 

42,7 

6 1 

4 

Sphingomyél i n e  

10,5 

11,8 

32,4 

20,3 

Rapports 

Phosphol i p i  des 

3 6 

39 

20 

18 

Cho1 . t o t a l  
Phosphol pi des 

0,98 

0,91 

2 ,O2 

2 ,O2 

Glycér ides 

8 

5 

k 6 

2 4 

Chol. e s t é r i f i é  
Chol , total 

0,82 

0,82 

O, 75 

0,76 



TABLEAU 16 

ETUDE DU POURCENTAGE DE RECUPERATION DES LIPOPROTEINES 

PAR ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE 

C:: = Cholestéro l  

Moyenne ( g / l  ) 

Ecar t -  type 

C o e f f i c i e n t  de 
v a r i a t i o n  

Rendement 

* 

C:: LDL (16 Cas) C:: HDL (16 Cas) 

Méthode de 

W i l  son 
(388)  

1,28 

0,31 

24 % 

r 

Méthode de 

W i l  son 
(388) 

0,53 

O, 15 

28 % 

Electrophorèse 

p répa ra t i  ve 
(102) 

1 ,O1 

0,31 

31  % 

79 % 

E l  ectrophorèse 

prépara t ive  
(102) 

0,50 

O, 03 

18,6 % 

94,3 % 



b )  Isolement de l a  Lp(a) e t  a p p l i c a t i o n s  

- Isolement --------- 

L'électrophorèse préparative dissocie l'ensemble (Lp(a) + HDL2) 
déposé sur le gel en deux sous-fractions 1 et II (Figure 22, page 153 ) : 

la fraction 1 correspond aux HDL et ne contient pas de Lp(a), la fraction II 

qui ne contient pas de HDL donne une seule bande par électrophorèse analytique 

sur gel de polyacrylamide et une seule bande en position pré-@ par électropho- 

rèse sur gel d'agarose. 

Cette fraction II, correspondant à la Lp(a) réagit en imrnunodiffu- 

sion avec l'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 LP (109, 369, 375 ) .  Un petit éperon se forme lors de la réunion des deux 

arcs, et semble indiquer l'existence d'une certaine dissociation de la Lp(a) 

en ses différents composants. 

En revanche, l'absence de réaction avec l'immunsérum anti-HDL 

confirme la parfaite séparation des deux LP lors de l'électrophorèse prépara- 

tive. 

- Applications ------------ 
. Purification et caractérisation de la Lp(a) d'un sujet 
dyslipoprotéinémique 

Le développement de la méthode que nous venons de rapporter nous 

a permis de purifier la Lp(a) à partir du sérum provenant d'un sujet dyslipo- 

protéinémique, et de déterminer sa composition lipidique, glucidique et pro- 

téique, comparativement à celle des LDL isolées chez le même sujet. 

Le Tableau 17, page152 fait état des résultats enregistrés au 

niveau de la composition lipidique des LDL et de la Lp(a) , et comme d'autres 
auteurs ( 11 , 220 ,< 337 ) nous trouvons de grandes analogies de répar- 

tition des différentes classes de lipides. La Lp(a) se caractérise par sa 

richesse en cholestérol dont 72 % sont sous forme estérifiée et par sa compo- 

sition en phospholipides essentiellement représentés par des lécithines et 

des sphingomyélines et accessoirement par des traces de lysolécithine, de 

cardiolipide et de phosphatidyl-éthanolamine, La seule différence importante 

porte sur les glycérides partiels qui sont plus abondants dans la Lp(a) que 

dans les LDL. 



TABLEAU 17 

COMPOSITIONS LIPIDIQUES COMPAREES DES LDL 

ET DE LA Lp(a)  CHEZ UN MEME SUJET 

" Evalués en moles de l é c i t h i n e  e t  de sphingomyél i n e  q u i  représen ten t  

L i p i d e s  
p r o t é i n e s  

LIPIDES (mole %) 

Es te rs  de ch01 es t é r o l  

Cho les té ro l  l i b r e  

T r i g l y c é r i d e s  

Mono e t  D ig l ycé r i des  

Phosphol ip ides"  

RAPPORTS MOLAIRES 

Es te rs  de cho les té ro l  
Cho1 e s t é r o l  1  i b r e  

L é c i t h i n e  
Sphingomyél i n e  

T r i g l y c é r i d e s  
G l ycé r i des  p a r t i e l  s  

p l us  de 85 % du phosphore l i p i d i q u e  t o t a l .  m, 

L D L  

3,5 

54,7 

20,6 

9,4 

3 ,O 

12,3 

100 

2,6 

2,5 

3,1 

L P ( ~ )  

1 

2,7 

52,5 

20,O 

10,2 

7,9 

9  ,4 

100 

2  $6 

2,1 

1,3 



DEPOT : 5 ml de la  fraction de densité 1,063 < d < 1,120  

DEBIT  : 1,3 ml/mn TAMPON : tris-glycocolle p H  : 8,3 

2 0 0  volts 2 0  heures 4" C 

ENREGISTREMENT : 2 8 0  nm 

Figure 2 2  

ENREGISTREMENT SPECTROPHOTOMETRIQUE DU SOUS-FRACTIONNEMENT 

OBTENU PAR ELECTROPHORESE PREPARATIVE A PARTIR DE L A  FRACTION 

LIPOPROTEIQUE ISSUE DE L'ULTRACENTRIFUGATION (1,063 < d < 1,120)  



L e  Tableau 18 , page 155 é t a b l i t  une comparaison e n t r e  c e t t e  

composition l i p i d i q u e  e t  c e l l e  obtenue pa r  d ' a u t r e s  auteurs  pour d i f f é r e n t e s  

préparat ions de Lp(a) .  Les compositions son t  t r è s  proches ; l a  seule  d i f fé -  

rence por te  s u r  l a  teneur en g lycér ides  p a r t i e l s  q u i  e s t  p l u s  f o r t e  dans 

not re  étude, probablement à cause de l a  t r ig lycér idémie  subnormale constam- 

ment retrouvée chez not re  pa t i en t .  

On retrouve de même au niveau des ac ides  gras  c o n s t i t u t i f s  de l a  

l é c i t h i n e ,  des s t é r i d e s  e t  des t r ig lycé r ides  ( tableau 19 page156) une crrand~ 
1 

snalogie de compositions e n t r e  LDL e t  LP(a) ( 199 ) .  

L e s  s t é r i d e s  sont  r i c h e s  en ac ides  gras  polyinsa turés  notamment 

en ac ide  l inolé ique  (18:2) ; au niveau des t r i g l y c é r i d e s  on retrouve,  comme 

ac ides  gras majeurs, l e s  acides palmit ique (16: 0) , oléique (1 8 : 1 ) e t  l ino- 

lé ique  (18:2) ; l e s  l é c i t h i n e s  ont  une composition c lass ique  avec un f o r t  

pourcentage d ' ac ides  gras  longs insa tu rés  , acide  amzhidonique en p a r t i c u l i e r .  

La composition glucidique (Tableau 20, page 157 ) de c e t t e  Lp (a)  

i s o l é e  chez un seu l  s u j e t  dyslipoprotéinémique e s t  analogue à c e l l e  obtenue 

par  SIMONS à p a r t i r  d'un mélange de sérums (337). E l l e  e s t  t r è s  d i f f é r e n t e  

de c e l l e  des LDL e t  con t i en t  environ sep t  f o i s  p lus  d ' ac ides  s i a l i q u e s  e t  

deux f o i s  plus d'hexoses par  milligramme de protéine.  

L 'appréciat ion des hexosamines n ' a  pu ê t r e  f a i t e  : peu de matér ie l  

dé l ip idé  é t a i t  à notre d i spos i t ion  e t  l e s  conditions d'hydrolyse transformant 

l e s  osamines l i é e s  en osamines l i b r e s  dosées colorimétriquement é t a i e n t  à 

d é f i n i r .  

L 'électrophorèse su r  g e l  de polyacrylamide - SDS confirme l ' hé té -  

rogénéi té  proté ique  de l a  Lp (a)  e t  l a  présence, ou t re  de sérumalbumine e t  

dlApo B, de deux aut res  proté ines  : l ' u n e ,  majeure, de poids moléculaire voi- 

s i n  de 95 000, l ' a u t r e ,  mineure, de poids moléculaire vo i s in  de 31 000. 

L'une d ' en t re -e l l e s  ou les deux p o u r r a i t  correspondre à 1 ' ~ p o - ~ p ( a ) .  

. Mise au p o i n t  d'une méthode de dosage immunologique de l a  

Lp (a)  - Application 

Disposant d 'une f r a c t i o n  p u r i f i é e  de L p ( a ) ,  il nous a semblé 

in té ressan t  de l ' u t i l i s e r  pour l a  prépara t ion  d'un immunsérum spécif ique,  

cec i  dans l e  b u t  d ' e f fec tue r  ensu i t e  un dosage immunologique de c e t t e  LP. 

pour l a  préparat ion de c e t  immunsérum, une p a r t i e  de l a  f r a c t i o n  de dens i t é  

1,006 - 1,063 q u i  cont ient  des LDL e t  de l a  L p ( a ) ,  e s t  concentrée de façon 

à ob ten i r  1 mg de proté ines  dans un volume de 1 m l .  Après d ia lyse  contre du 





TABLEAU 19 

ETUDE COMPAREE DE LA COMPOSITION CENTESIMALE EN ACIDES GRAS 

DES PRINCIPALES CLASSES DE LIPIDES DE LA Lp(a)  ET DES LDL 

(éva lua t i on  en poids %)  

P C : Phosphatidyl-ch01 i n e  

C E : Esters  de cho les té ro l  

T G : T r i g l y c é r i d e s  

L 

14 : O 

16 : O 

16 : 1 

18 : O 

18 : 1 

18 : 2 

20 : 4 

T G 

LP(a) 

1,8 

28 $3  

3 96 

6,2 

48,8 

10,9 

034 

P C 

LDL 

2 ,O 

24 $8  

831 

6,3 

51,7 

6 $ 8  

093 

LP(a) 

2 $4  

26,8 

2 32 

17 ,O 

24,7 

18,9 

890 

C E 

LDL 

1,o 

27,7 

096 

19 ,O 

25 ,O 

19,2 

795 

LP(a) 

2,9 

10,6 

496 

1,5 

37 $6 

41,8 

190 

L DL 

2 ,8 

11,2 

597 

Oy9 

34,9 

42,8 

197 



TABLEAU 20 

COMPOSITIONS GLUCIDIQUES COMPAREES DE LA Lp(a)  ET DES LDL 

A : présent t r a v a i l  

B : Simons e t  co l  1. ( 337 

L DL 

B 

54,6 

10,4 

6 5 

pg/mg de p ro té ine  

Hexoses 

Acides s i a l  iques 

TOTAL 

L P ( ~ )  

A 

127 

7 O 

197 

B 

108 

174 



sérum physiologique, on ajoute une part égale d'adjuvant complet de FREUND 

contenant 2,5 mg de Mycobactérium butyricum et on injecte à l'animal. Le 

lapin est ainsi immunisé par 40 injections intradermiques, de 50 ~1 chacune, 

de la solution d'antigènes (370) ; les injections sont faites au niveau du 

dos, préalablement rasé, de l'animal et on termine par une piqûre intra- 

musculaire de Penthydral (Institut Pasteur - ampoule de 1 ml). 
Les prélèvements de sang sont effectués à l'oreille ; la première 

saignée est pratiquée trois semaines après l'immunisation, les autres ont 

lieu à 15 jours d'intervalles. Dans tous les cas, le sérum recueilli après 

centrifugation est préservé de toute contamination microbienne par addition 

d'azoture de sodium à 1 O/,, (p/v). Les anticorps non spécifiques sont absor- 

bés par incubation de l'immunsérum à 37' CI pendant 2 heures, avec du sérum 

total humain préalablement phénotypé Lp(a-) par immunodiffusion et électro- 

phorèse (377), puis maintien à 4' C pendant une nuit ; cette absorption a 

pour but d'éliminer la spécificité anti apo-B et anti-albumine. Une centrifu- 

gation de 10 minutes à 1600 g permet ensuite d'éliminer les complexes 

antigène-anticorps non spécifiques qui sédimentent ; le surnageant qui renfer- 

me les anticorps spécifiques est gardé à - 20° C jusqu'à utilisation. 

L'irnrnunsérum ainsi préparé est testé par immunodiffusion contre 

une fraction pure de LDL isolée en ultracentrifugation et contre des sérums 

témoins Lp(a+) et Lp(a-) . 
Les réactions sont appréciées au bout de 48 heures ; elles sont 

comparées à celles obtenues avec un immunsérum connu et spécifique anti- 

apo Lp(a) (fourni par le Docteur BURSTEIN, C.N.T.S. Paris). 

L'immunsérum anti-apo Lp(a) obtenu par immunisation du lapin est 

spécifique ; il donne un arc de précipitation avec le sérum témoin Lp(a+) 

mais aucun avec un sérum témoin phénotypé Lp(a-), par diffusion contre 

l'immunsérum de référence. 

L'absorption totale des anticorps non spécifiques est confirmée 

par l'absence d'arc de précipitation lorsqu'on fait réagir l'immunsérum du 

lapin contre une fraction purifiée de LDL. 

Nous avons utilisé l'immunsérum spécifique anti-apo Lp(a), 

ainsi préparé, pour le dosage de la Lp(a) dans le plasma par immuno- 

électrophorèse monodimensionnelle selon une adaptation de la technique ori- 

ginale de LAURELL (214) (appendice technique, page 277), et la mise au point . 

de cette méthode nous a permis de déterminer la concentration en Lp(a) du 

plasma qui avait servi à son isolement. Nous avons pu ainsi constater que 



ce su j e t  (DUB ... Roger) possédait une quant i té  t r è s  importante de Lp(a) dans 

son sérum estimée à 2,50 g par l i t r e ,  c 'est-à-dire t r è s  lo in  des valeurs 

maximales rapportées dans l a  l i t t é r a t u r e  (0,76 g / l )  (11).  

Nous avons pu, en outre ,  effectuer  ce dosage dans l e  plasma de 

l a  f i l l e  e t  dans ce lu i  de l'épouse de ce pa t ien t .  Alors que l a  mère ne possède 

que des t r aces  non dosables de Lp(a) dans son plasma, l a  f i l l e  en possède 

également une concentration t r è s  élevée (1,17 g / l ) .  

Cette observation const i tue ,  à notre  connaissance, l a  première 

observation mondiale de l 'hyper Lp(a) primitive e t  soulève l e  problème du 

caractère héréd i ta i re  de l a  transmission de l'anomalie. 

4 - C O N C L U S I O N  

La technique d'électrophorèse préparative des LP plasmatiques 

que nous présentons e s t  t r è s  simple. E l l e  s'oppose aux autres  méthodologies, 

généralement longues e t  complexes, e t  qu i ,  en outre,  ne fournissent bien 

souvent que des préparations impures e t  dénaturées. 

E l l e  s 'applique : 

- à l a  séparation des LDL e t  des HDL à p a r t i r  du plasma t o t a l ,  

- à l a  pur i f icat ion de l a  Lp(a) LP à p a r t i r  d'une f rac t ion  de 

LP l a  contenant e t  préalablement isolée  par  ultracentrifuga- 

t ion  de f lo t ta t ion .  



c ESTIMATION SEM1 - QUANTITATIVE DES LIPOPROTEINES 

DE BASSE ET TRES BASSE DENSITES 

APPLICATION AU BILAN LIPIDIQUE 



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

Nous décrivons dans ce t r a v a i l  (101) une technique siiriple e t  

reproductible d 'apprécia t ion  q u a n t i t a t i v e  des LP de basse e t  très basse 

dens i t é s ,  t r è s  in té ressan tes  à considérer  en pathologie.  

E l l e  comporte deux t e s t s  turbidimétriques d é c r i t s  par  BURSTEIN 

e t  c o l l .  ( 65, 68) : l e  t e s t  à l 'héparine-câlcium q u i  apprécie l 'ensemble 

(LDL + VLDL + chylomicrons) , e t  l e  t e s t  au dodécyl-sulfate de sodium (SDS) 

q u i  apprécie l 'ensemble VLDL + chylomicrons. 

2 - M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

a) Sérums 

Nous avons u t i l i s é  des sérums de s u j e t s  normaux provenant du 

Centre de Transfusion Sanguine de L i l l e ,  du Service de Péd ia t r i e  Néonatale, 

du Service de G é r i a t r i e  e t  de l a  Consultation des Maladies Métaboliques de 

l a  Clinique Médicale Générale A (Cité Hospi ta l iè re ,  L i l l e ) .  

Les échant i l lons  de sang son t  pré levés  après 12 heures de 

jeûne, e t  l e s  sérums son t  t r a i t é s  l e  jour mëme ou l e  lendemain. 

b) Réactifs 

Quatre r é a c t i f s  son t  u t i l i s é s  en so lu t ion  aqueuse : 

- Solution 1 : Chlorure de calcium 0,025 M (Merck) , 
- Solution II : Chlorure de sodium à 3 % (p/v) 

- Solution III : Héparinate de sodium à 1 % (p/v) (Prolabo),  

- Solution I V  : SDS à 10 % (p/v) (Labosi).  

c) Appareil lage 

Un turbidimëtre m i s  au po in t  pa r  l e  Centre de Technologie 

Biomédicale de 1'I.N.S.E.R.M. (Directeur : Y. MOSCHETTO) permet de standar-  

d i s e r  l e s  r é s u l t a t s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  labora to i res .  

Il e s t  cons t i tué  d'une c e l l u l e  de l e c t u r e  uniquement composée 

d'éléments é lec t roniques  s o l i d e s  ; l a  source émet t r ice  s t a b i l i s é e  e s t  une 

diode électroluminescente X G 554 émettant à 697 nanomètres. Le récepteur 



e s t  un pho to t rans i s to r  BP X 81. La source lumineuse e s t  commandée par  une 

horloge q u i  p i l o t e  simultanément un redressement synchrone. C e  montage t r è s  

s t a b l e  é v i t e  t o u t  paras i tage  lumineux. 

Les t u r b i d i t é s  son t  lues  directement s u r  l e  cadran en u n i t é s  

Shank e t  Hoagland (USH). Les réponses de l ' a p p a r e i l  sont  l i n é a i r e s  e n t r e  

O e t  20 USH, po in t s  de préétalonnage de l ' ins t rument  qu'une g r i l l e  spéc ia le  

permet de v é r i f i e r .  Au-delà, l e s  ind ices  turbidimétriques évoluent  de façon 

logarithmique, avec une courbure p lus  ou moins accusee selon l a  composition 

du sérum en LP e t  l e  t e s t  u t i l i s é .  

L'ensemble turbidimètre e t  r é a c t i f s  e s t  commercialisé par  

l ' i n s t i t u t  Pas teur  sous l e  nom de L ip ido tes t  (marque déposée). 

d)  Méthodes 

Les d i f f é r e n t s  apports  de sérum e t  de r é a c t i f s  s e  f o n t  directement 

dans des cuves de l e c t u r e  en matière p l a s t i q u e ,  conformément aux données du 

Tableau 21 , page 162 . 
Tl  mesure l 'absorbance avant  p r é c i p i t a t i o n  des LP, e l l e  e s t  

négligeable pour l a  grande majori té  des sérums. 

La d i f férence  T2 - Ti apprécie  l a  teneur en LP spécifiquement 

f loculées ,  mais, en cas de chylomicronémie créant  une t u r b i d i t é  de base in-  

c luse  dans Tl, il convient de ne pas t e n i r  compte de Tl. 

Lorsque l e s  t u r b i d i t é s  T2 son t  importantes, il e s t  poss ib le  de 

r e f a i r e  l e s  mesures après  d i l u t i o n  du sérum, avec du sérum physiologique 

pour l e  t e s t  à l 'héparine-calcium e t  avec un sérum normal pauvre en VLDL pour 

l e  t e s t  au  SDS ; dans ce  dernier  cas en e f f e t  l a  p r é c i p i t a t i o n  nécess i te  l a  

présence d'un fac teur  sér ique  thermolabile ( 6 9 ) .  

3 - RESULTATS 

a )  Etude de  l a  f i a b i l i t é  d e s  t u r b i d i m è t r e s  

Afin d 'apprécier  l a  f i a b i l i t é  des turbidimètres,  120 t e s t s  s o n t  

r é a l i s é s  s u r  s i x  appare i l s  d i f f é r e n t s .  

L'analyse de l a  variance dans d i f f é r e n t e s  zones de t u r b i d i t é  

montre que l e s  réponses des d ivers  appare i l s  ne d i f f è r e n t  pas s i g n i f i c a t i v e -  

ment pour l e s  t u r b i d i t é s  supérieures à 10 un i t é s  Shank e t  Hoagland. 



TABLEAU 2 1  

ESTIMATION TURBIDIMETRIQUE DES LIPOPROTEINES SERIQUES 

Héparine-Ca : LDL - VLDL - chylomicrons 

SDS : VLDL - chylomicrons 

( O )  : Mesure facu l ta t ive ,  ne d o i t  jamais ê t r e  pr ise  en considération 
en cas  de sérum lipémique. 

* 

TEST 

Réactif 1 

Réactif 1 1 

Sérum 

Réactif I I I  

Réactif IV 

Cal cul e r  - T2 - 

HEPARINE-Ca 

2 ml 

- 

0,2 ml 

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

S D S  

- 

1,5 ml 

0,5 ml 

Mélange, lec ture  --> Tl ( O )  

40 cil 

- 

Mélange, 1 ec ture  
après 4 m i n .  - T2 

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

- 

50 cil 

------------------------..------------------------ 

Mél ange, 1 ec ture  
après l h .  au B.M.37"C 

--j T2 



Par  cont re ,  dans l a  zone i n f é r i e u r e  à 10 USH, l e s  réponses peu- 

vent v a r i e r  d'un appare i l  à l ' a u t r e  du f a i t  de l a  f a ib lesse  de l ' i n t e n s i t é  

du t rouble  développé. 

C e s  va r i a t ions  n ' o n t ,  en f a i t ,  que peu d'importance d'abord 

parce que c e t t e  zone correspond à des s u j e t s  normolipémiques, ensu i t e  parce 

que l e s  r é s u l t a t s  sont  d ' au tan t  p l u s  concordants que l a  t u r b i d i t é  e s t  p l u s  

importante, comme on peut  l e  cons ta te r  su r  l e  tableau suivant .  

Etude de l a  f i a b i l i t é  des turbidimètres ....................................... 
(6 appare i l s  t e s t é s  simultanément dans d i f f é r e n t e s  zones de 

t u r b i d i t é )  

Comparaison des 6 moyennes par  l ' ana lyse  de l a  variance 

( t e s t  F) 

b) Etude de la répétabilité des méthodes 

Zones 
(USHI 

O - 10 

10 - 20 

2 0 

En e f fec tuan t  30 déterminations s u r  des sérums normaux ou 

pathologiques, nous avons pu cons ta te r  que l a  r é p é t a b i l i t é  des méthodes 

proposées é t a i t  bonne. 

Dans l e  cas du t e s t  à l 'héparine-calcium, l e  c o e f f i c i e n t  de 

va r i a t ion  (CV) e s t  de l ' o r d r e  de 0,9 % en zone normale (17 USH) ; pour l e  

t e s t  au SDS il e s t  de 2,4 % en zone normale (11 USH) e t  de 1 % en zone 

pathologique (30 USH) . 

.. 
: Différences s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l e s  6 appare i l s  .,., .... . . Différences non s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l e s  6 appare i l s  

J 

Sérums t e s t é s  
( 6  appare i l s )  

44 

3 9 

5 7 

F 

4,7:: 

1 , 8:::: 

0 , 1 :::: 

. 
F c r i t i q u e  
(point  5%) 

1 

2,21 

2,21 

2,21 



Etude de l a  r é p é t a b i l i t é  des  t e s t s  de t u r b i d i t é  ............................................... 

(Moyenne des 30 mesures e f f e c t u é e s  en zones normale e t  

pathologique)  

c)  Correspondance entre les  turbidi tés  mesurées e t  les  
quanti tés  correspondantes de 1 ipoprotéi nes 

Une première é tude  e f f e c t u é e  s u r  143 sérums normo e t  hyper- 

t r ig lycér idémiques  ( 0 , s  à 9 g / l )  e s t  menée dans l e  bu t  d ' é t a b l i r  l a  co r ré l a -  

t i o n  e n t r e  l e s  va l eu r s  SDS mesurées dans l a  zone l i n é a i r e  de réponse de 

l ' a p p a r e i l  (sérum éventuellement d i l u é )  e t  l e s  taux  de t r i g l y c é r i d e s  to taux  

dont on s a i t  q u ' i l s  son t  e s sen t i e l l emen t  déterminés p a r  l a  concent ra t ion  en 

VLDL e t  en chylomicrons. Le Tableau 22 , page 165 e t  l a  F igure  23, page 166 

montrent que l a  l i a i s o n  e s t  é t r o i t e  e t  que l e s  va leurs  SDS peuvent ê t r e  con- 

s idé rées  comme des  ind ices  VLDL. 

Pour d é f i n i r  un ind ice  r e p r é s e n t a t i f  de l a  t eneu r  s é r ique  en LDL, 

nous r éa l i sons ,  s u r  5 sérums d i f f é r e n t s ,  l ' é t u d e  dont l e  p ro toco le  e s t  

schématisé dans l e  Tableau 23 , page168. Les r é s u l t a t s  obtenus f i g u r e n t  s u r  

l e  Tableau 24 , page 169 ; i l s  permet ten t  de conclure que l a  d i f f é r e n c e  

(héparine-calcium - SDS) e s t  a s s imi l ab le  à un ind ice  r e p r é s e n t a t i f  d e s  con- 

cen t r a t ions  s é r i q u e s  en LDL. 

pour  confirmer ce s  r é s u l t a t s ,  nous montrons, à p a r t i r  de  47 sé- 

rums normo e t  hypercholestérolémiques de  tous  types (Tableau 22 , page 165 

e t  Figure 24 , page 167 ) que ces  t u r b i d i t é s  d i f f é r e n t i e l l e s  (héparine-calcium- 

SDS) s o n t  é t ro i t emen t  l i é e s  au  taux de  c h o l e s t é r o l  (0 ,7 à 4 g / l )  des  LDL dé- 

terminé après  fractionnement des  LP s e l o n  l a  méthode de WILSON (388) ,  e t  

dosage du c h o l e s t é r o l  (14 0) (appendice technique,  page 256) . 

C.V. 
(%)  

0 19 

016 

214 

1 

Ecart-type 
(USHI 

O ,  16 

0,21 

0,27 

0 13  

Tes t  à l ' h é p a r i n e  

calcium 

Tes t  au SDS 

Moyenne 
(USH) 

17 

3 5 

11,3 

30,7 



TABLEAU 22 
- -- 

ETUDE COMPARATIVE ENTRE LES INDICES TURBIDIMETRIQUES 

ET LES TAUX DE LIPIDES DES LIPOPROTEINES 

b 

Régression de y  en x 

Dispers ion : 
S ~ x  

C o e f f i c i e n t  de déterminat ion : r 2  

C o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  : r 

L imi tes  de conf iance à p  = 0,05 

INDICE VLDL 

(143 va leurs  : 

Fig.23 ) 

yl = 0,11 x1 + 0,66 

0,59 

O ,810 

O, 900 

0,863 < p  < 0,928 

INDICE LDL 

(47 valeurs : 

Fig.24 ) 

y2  = 0,073 xZ + 0,29 

O ,42 

O, 735 

O ,875 

0,783 < p  < 0,930 

i 

x1 : va leur  SDS 

y1 : t r i g l y c é r i d e s  to taux  ( g / l )  

. 

x2 : va leur  (Héparine-Ca - SDS) 

yp : cho les té ro l  LDL ( g / l )  



'/ 
1 1 1 1 1 I > 

1 0  2 O 3 O 40 5 0  6 O SDS 
70 (en USH) 

Figure 23 

YALEURS SDS MESUREES ET TAUX DE TRIGLYCERIDES TOTAUX 

(Régression de Y en X) 



/ 
I 1 I 

1 O 
1 

20 
3 

3 O 40 Hép-Ca - SDS 
(en USH) 

Figure 24 

VALEURS HEP.Ca-SDS CALCULEES 

ET TAUX DE CHOLESTEROL DES LDL 

(Régression de Y en X )  



TABLEAU 23 

PROTOCOLE D'ETUDE D'UN INDICE LDL 

Sérum non d i l u é  Même sérum d i l u é  au 1/2 avec 
du sérum physio logique 

SDS sur  0,5 m l  I 
SDS (1) 

(VLDL) 

.-Ca sur 0,2 ml I 
im ina t i on  
des VLDL 

Hép.-Ca (1)  

(VLDL + LDL) 

1 I 1 18 h. à 100.000 g 
- Ul t r a c e n t r i  f u g a t i  on 

Hép.-Ca (1)  - SDS (1) = 

i n d i c e  LDL ca l cu lé  

- Sect ion du tube 
au-dessous de 1 a 1 igne 
de séparat ion opaque 
(VLDL) 

- A jus te r  au volume 
i n i t i a l  par  a d d i t i o n  de 
sérum physi 01 ogique 

Hép.-Ca su r  0,2 m l  -> 1 
Résu l ta t  x 2 = 

i n d i c e  LDL mesuré 





On peut  donc considérer  que l e  t e s t  au SDS fourni t ,dans  l e s  

conditions expérimentales u t i l i s é e s , u n  indice  de t u r b i d i t é  r ep résen ta t i f  de 

l a  teneur du sérum en VLDL ou VLDL + chylomicrons a l o r s  que l a  d i f férence  

( t e s t  héparine - t e s t  SDS) d é f i n i t  un indice  r ep résen ta t i f  des concentrat ions 

en LDL. 

d) Valeurs normales 

A p a r t i r  de 500 sérums normolipémiques provenant de s u j e t s  à jeun 

apparemment normaux, nous déf in issons  l e s  valeurs moyennes de référence de 

deux indices e n  fonction de l ' âge  e t  du sexe (Figures 25 e t  26, pages 171 e t  172).  

On constate que l a  teneur  en LDL e t  en VLDL, t r è s  f a i b l e  chez l e  

nouveau-né, augmente avec l ' â g e  dans l e s  deux sexes, mais de façon p lus  accu- 

sée  chez l a  femme après l a  ménopause. 

e) Applications cl iniques 

- Application au dépistage des hyperlipoprotéinémies .................................................. 

Une méthode de dépistage d o i t  répondre à t r o i s  c r i t è r e s  : e l l e  

d o i t  ê t r e  d'exécution rapide ,  f o u r n i r  un maximum de renseignements e t  ê t r e  

peu coûteuse. 

Dans ce but ,  l e  dosage couplé du cho les té ro l  e t  des t r i g l y c é r i d e s ,  

indispensable pour typer une hyperlipémie, s ' avè re  onéreux. De p lus ,  l e s  taux 

va r i en t  en fonct ion  de l a  méthode u t i l i s é e ,  de l ' â g e  e t  du sexe. I l  importe 

donc que chaque l abora to i re  p réc i se  s e s  valeurs de référence  en tenant  compte 

de ces  paramètres, ce q u i  e s t  rarement f a i t  en pra t ique  biologique courante. 

La méthode que nous proposons permet de f a i r e  t r è s  rapidement e t  

t r è s  simplement l ' apprécia t ion  q u a n t i t a t i v e  des LP de basse e t  t r è s  basse 

dens i t é s .  E l l e  présente l 'avantage de q u a n t i f i e r  non p l u s  l e s  l i p i d e s  qu i  

son t  r é p a r t i s  dans tou tes  l e s  c l a s s e s  de LP, mais l e s  LP elles-mêmes. En 

ou t re ,  l a  m i s e  au  point  d 'un a p p a r e i l  assurant  l a  s tandardisa t ion  des résul-  

t a t s  nous permet de d é f i n i r ,  une f o i s  pour tou tes ,  les valeurs  de référence 

pour chacun des  t e s t s  proposés en fonction de l ' â g e  e t  du sexe. 

- Application au typage s impl i f i é  des hyperlipoprotéinémies ......................................................... 
Lorsque l 'hyperl ipidémie e s t  dépis tée ,  l e  "Lipidotest"  en f o u r n i t  

un typage s impl i f i é .  



I nd i ce  VLDL 

Figure 25 

- Femmes - Hommes 

l. Ecart- type de l a  moyenne 

VALEURS MOYENNES DE REFERENCE DE L'INDICE VLDL 

SELON L'AGE ET LE SEXE 



- Femmes 
Hommes 

Indice LDL 1 Ecart-type de la moyenne 

Figure 26 

VALEURS MOYENNES DE REFERENCE DE L'INDICE LDL 
SELON L'AGE ET LE SEXE 



A l'aide de méthodes de référence concernant les dosages des tri- 

glycérides et du cholestérol et le lipidogramme sur gel de polyacrylamide, et 

en analysant 500 sérums normo et hyperlipémiques typés selon les critères de 

la classification internationale, nous établissons un nomogrme reliant les 

deux indices turbidimétriques au type d'hyperlipoprotéinémie (Figure 27 , 
page 174). 

Le chevauchement (zones d'incertitude) entre les plages ainsi 

délimitées est minime et le pourcentage d'erreur n'est en moyenne que de 

5 %. 

Toute augmentation isolée de l'indice LDL traduit une hyper- 

bêta-lipoprotéinémie (type IIA) . 
Toute augmentation isolée de l'indice VLDL traduit, suivant 

l'importance de la variation, une hyper-pré-bêta-lipoprotéinémie (type IV) 

ou une association avec une hyperchylomicronémie (type V). 

L'accroissement simultané des deux indices traduit une hyper- 

lipoprotéinémie mixte (type IIB) . 
Les hyperlipidémieç de type III non traitées se localisent, en 

général, dans la zone s'apparentant au type IV, bien que le taux de cho- 

lestérol total soit élevé ; en effet, la LP anormale du type III est préci- 

pitée avec les VLDL par le SDS et il en résulte une augmentation de l'indice 

VLDL associée à une diminution de l'indice LDL. Cette orientation diagnosti- 

que doit cependant être confirmée par des méthodes plus précises. 

Enfin, les sérums normaux contenant une forte quantité de Lp(a) 

qui est précipitable par l'héparine-calcium mais pas par le SDS, se locali- 

sent en général entre la zone de normolipoprotéinémie et celle de l'hyper- 

bêta-lipoprotéinémie . 
Le typage simplifié ainsi obtenu n'a qu'une valeur d'orienta- 

tion. Il nous permet néanmoins de distinguer l'hypertriglycéridémie majeu- 

re (type IV) , 1 'hypercholestérolémie essentielle (type IIA) et 1 'hyperlipidé- 
mie mixte (type IIB) . 

Cette distinction, selon De GENNES ( 9 6 ) ,  suffit le plus souvent 

en biologie clinique courante et en thérapeutique. 

- Application à la surveillance des dyslipémies 
--------------+------------------------------ 

La contraception orale s'accompagne parfois de perturbations du 

métabolisme des lipides sériques et on a noté une augmentation des accidents 

cardio-vasculaires à la suite de la prise de contraceptifs oraux. 



Ind ice  VLDL + Chylos 
(SDS en USH) 

I n d i c e  LDL 
(Hép-Ca-SDS en USH) 

CORRESPONDANCE DES ZONES 

A : S u j e t  normolipoprotéinémique 

B : S u j e t  por teur  d'une hyperpré-B LP (+  des VLDL) 
Hyperl ipémie ass imi lée  au type I V  de l a  c l a s s i f i c a t i o n  
i n te rna t i ona le .  

C : S u j e t  por teur  d'une hyperpré-B LP (+ des VLDL) avec 
chyl omi cronémie. 
Hyperl ipémie ass imi lée  au type V. 

D : S u j e t  por teur  d'une hyperpré-fi3 LP (+ des VLDL) e t  d'une 
hyper-B LP (+ des LDL). 
Hyperl i pémie assimi 1 ée au type 1 Ib .  

E : S u j e t  por teur  d'une hyper-B LP (+ des LDL). 
Hyperl ipémie ass imi lée  au type IIa 

Figure  27 
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D'autre part, tout sujet dyslipémique traité par la diététique 

ou par une médication hypolipémiante doit être réguliêrement suivi sur le 

plan lipidique. 

Une fois le typage établi, l'estimation turbidimétrique des LP 

de basse et de très basse densités peut être utilisée avec profit comme 

test de surveillance pour suivre l'évolution sous l'effet du régime alimen- 

taire ou de la thérapeutique mise en oeuvre. 

4 - C O N C L U S I O N  

Jusqu'à présent, l'application des tests de précipitation sélec- 

tive des LP était limitée par le fait que la mesure de l'intensité de la 

floculation des LP était réalisée avec des appareils non conçus pour cette 

mesure, si bien que les résultats variaient considérablement d'un laboratoire 

à l'autre. La mise au point d'un turbidimètre qui assure une standardisation 

parfaite de ces résultats permet de remédier à cet inconvénient. 

Cependant, les renseignements apportés par le "Lipidotest" ne 

dispensent pas d'effectuer un typage précis à l'aide du lipidogramme et des 

dosages du cholestérol et des triglycérides et, lorsque le typage est établi, 

l'estimation turbidimétrique des LP de basse et très basse densités peut être 

utilisée comme test de surveillance. 
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A P P L I C A T I O N  A UNE POPULATION D E  477 SUJETS EN R E L A T I O N  AVEC 

L E  TAUX DES L I P I D E S  C IRCULANTS,  
.................... 

INFLUENCE DU SEXE*  D E  L 'ÂGE* D E  L '  INDEX PONDGRAL, D E  LA 
CONSOMMATION D'ALCOOL, DU TABC, ET DES CONTRACEPTIFS, 



1- INTRODUCTION - ---------------- 

Les apoprotéines jouent un r ô l e  majeur dans l e  métabolisme des  LP ; 

de plus, pour des raisons pratiques, l a  seule façon de déterminer l e s  concentra- 

t ions en familles de LP e s t  de doser leurs apoprotéines correspondantes. 

L'Apo B e s t  l'apoprotéine majeure des LP de basse e t  t r è s  basse densités,  

e t  1'Apo A-1 caractérise essentiellement l e s  LP de haute densité. Connaissant 

maintenant, grâce à de nombreuses études épidémiologiques, d 'une part  1 'impor- 

tance de ces deux groupes de LP dans l e  développement de l 'athérosclérose,  l e  

premier e t  l e  second étant  respectivement athérogène e t  anti-athérogène, e t  

d 'autre  par t  l e  rôle fondamental joué par l e s  HDL dans l e  processus l ipoly t i -  

que, il é t a i t  devenu indispensable de pouvoir l e s  quantifier facilement chez 

l'homme. Dans ce  but, de nombreuses méthodes de dosage des apoprotéines, e t  plus 

particulièrement des Apo B e t  A-1 ont é t é  décrites.  Nous en avons présenté une 

revue générale, indiquant pour chacune d 'entre e l l e s  leurs  avantages e t  inconvé- 

nients. La r adioimmunologie semble o f f r i r  l a  plus grande sens ib i l i té  mais impose 

de sévères exigences sur l e  plan de l'équipement des laboratoires e t  ce lu i  des 

précautions à prendre l o r s  des manipulations d'isotopes. 

Dans ce  t rava i l ,  nous nous sommes intéressés à l a  mise au point de nouvel- 

l e s  méthodes de dosage des Apo B e t  A-1, e t  décrivons dans un premier temps l e  

dosage de 1'Apo B par une méthode immunoenzymologique e t  ce lu i  des Apo B e t  A-1 

par une méthode immunonéphélémétrique. Ces dosages sont effectués dans des 

sérums normaux e t  hyperlipémiques provenant de l a  Consultation des Maladies 

Métaboliques de l a  Clinique Médicale Générale A (Professeur JAILLARD, C i  t é  

Hospitalière, L i l l e ) .  Les échantillons de sang sont prélevés après 1 2  heures de 

jeûne e t  recuei l l i s  sur EDTA. Dans un deuxième temps, nous avons appliqué ces 

techniques e t  dosé l e s  Apo B e t  A-1 en relation avec l e s  l ipides circulants  

( t r iglycérides ,  cholestérol (VLDL+LDL) e t  cholestérol-(HDL))dans des échantil- 

lons de 206 hommes e t  271 femmes provenant d'une population présumée saine. Sur 

ces mêmes prélèvements, nous avons en outre examiné l e  rôle de cer tains  

facteurs susceptibles de déterminer des variations s ignif icat ives  des d i f fé rents  

paramètres, e t  plus particulièrement 1 'influence de l a  surcharge pondérale, d u  

tabac, de l ' a lcool  e t  des contraceptifs sur l e s  taux de HDL. 



2- DOSAGE DE L ' APO B PAR IMMUNOENZYMOLOGIE ( 74 , 14 1) - .......................................... 

1 ' )  P r i n c i p e  d e  l a  méthode - 

La s u b s t a n c e  à d o s e r  e s t  un a n t i g è n e  (Apo B d u  s é r u m  h u m a i n )  e t  n o u s  

avons  a p p l i q u é  une méthode c o m p é t i t i v e  en  m i l i e u  hé té rogène  d a n s  l a q u e l l e ,  d a n s  

un premier  temps, l ' a n t i g è n e  p u r i f i é  (Apo B p u r e )  est i n s o l u b i l i s é  pa r  adsorp-  

t i o n  s u r  un t u b e  d e  p o l y s t y r è n e  ( 1 3  x 75  mm, Biomat, Hazebrouck, F r n a c e ) .  Après 

p l u s i e u r s  l a v a g e s  p e r m e t t a n t  d ' é l i m i n e r  l ' e x c è s  d ' a n t i g è n e ,  o n  a j o u t e  d a n s  un 

deuxième temps l ' a n t i g è n e  à d o s e r  (sérum c o n t e n a n t  1 ' A p o  B) e t  un immunsérum d e  

l a p i n  anti-Apo B humaines. I l  y a donc c o m p é t i t i o n  e n t r e  l e s  a n t i g è n e s  f i x é s  e t  

s o l u b l e s  v i s - à - v i s  d e s  s i t e s  d e  f i x a t i o n  d e s  a n t i c o r p s .  De nouveaux l a v a g e s  

é l i m i n e n t  les complexes a n t  i g è n e - a n t i c o r p s  en s o l u t i o n ,  p u i s ,  d a n s  un troisième 

temps,  o n  r é v è l e  l e s  a n t i c o r p s  f i x é s  à l ' a n t i g è n e  l i é  p a r  l ' a d d i t i o n  du con ju -  

gué ,  a n t i s é r u m  de mouton a n t  i- immunoglobulines d e  l a p i n  marqué à l a  peroxydase 

( I n s t i t u t  P a s t e u r  P roduc t ions ,  P a r i s )  .   près a v o i r  é l i m i n é  l e  con jugué  e n  e x c è s  

p a r  p l u s i e u r s  l a v a g e s  s u c c e s s i f s ,  1 ' a c t i v i t é  peroxydasique f i x é e  e s t  mesurée 

d a n s  l e s  t u b e s .  C e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  s o n t  r e p r é s e n t é e s  s u r  l a  f i g u r e  28 , 
page 178 . 

2')  M a t é r i e l  e t  méthodes - 
a )  P r é p a r a t i o n  d u  s t a n d a r d  d ' é t a l o n n a g e  - 

Comme l a  m a j o r i t é  d e s  a u t e u r s ,  n o u s  u t i l i s o n s  p o u r  é t a b l i r  l a  c o u r b e  

d ' é t a l o n n a g e ,  une sous-f r a c t i o n  d e  LDL (LP-B) d e  d e n s i t é  compr i se  e n t r e  1,040 

e t  1,053 g/ml, c e t t e  f r a c t i o n  ne c o n t e n a n t  que d e  1 ' A p o  B à l ' e x c l u s i o n  d e  

t o u t e  a u t r e  p r o t é i n e  (106) . 
C e t  i s o l e m e n t  est r é a l i s é  à p a r t i r  d e  sérums provenant  d e  donneurs  s a i n s  

p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e  avec a j u s t e m e n t  i n t e r m é d i a i r e  d e s  d e n s i t é s  

p a r  a d d i t i o n  d ' u n e  s o l u t i o n  s a l i n e  à b a s e  d e  NaCl e t  KBr (170) .  La f r a c t i o n  LP-B 

est  e n s u i t e  d i a l y s é e  c o n t r e  du sérum p h y s i o l o g i q u e ,  p u i s  s a  p u r e t é  est c o n t r ô -  

lée p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  d e  po lyac ry lamide  ( 3 2 2 )  e t  p a r  immunoélectropho- 

rèse en doub le  d imension c o n t r e  un immunsérum t o t a l  ( 8 8  ) .  Sa c o n c e n t r a t i o n  e s t  

e n f i n  dé te rminée  p a r  un dosage d e s  p r o t é i n e s  s e l o n  l a  méthode d e  LOWRY ( 226 ) 

(appendice  t e c h n i q u e ,  page 241) e t  nous  u t i l i s o n s  d e  l a  sérumalbumine humaine 

comme s t a n d a r d  d ' é t a l o n n a g e .  Afin  d e  t e n i r  compte d e s  d i f f é r e n c e s  d e  composi- 

t i o n  e n  a c i d e s  aminés d e s  deux p r o t é i n e s ,  un f a c t e u r  c o r r e c t i f  d e  chromogénéci té  

d e  0 ,9  e s t  a p p l i q u é  aux v a l e u r s  o b t e n u e s  ( 9 3 ) .  
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b )  P r é p a r a t i o n  d e  l'immunsérum - 
L'immunsérum s p é c i f i q u e  anti-Apo B humaines est o b t e n u  c h e z  l e  l a p i n  

s e l o n  l a  méthode d e  VAITUKAITIS e t  coll .  (370) , p a r  i n j e c t i o n  i n t r a d e r m i q u e  en 

20 p o i n t s  d i f f é r e n t s  s u r  l e  d o s  r a s é  d e  l ' a n i m a l  d ' e n v i r o n  1 , 5  mg d e  LP-B 

p r é p a r é e  comme précédemment e t  é m u l s i f i é e  avec  un volume é g a l  d ' a d j u v a n t  complet  

d e  Freund. 

Les  p ré lèvements  d e  sang s o n t  e f f e c t u é s  à l ' o r e i l l e  ; l a  p remiè re  s a i g n é e  

e s t  p r a t i q u é e  t r o i s  semaines  a p r è s  l ' i m m u n i s a t i o n ,  l e s  a u t r e s  s o n t  f a i t e s  

à 15  j o u r s  d ' i n t e r v a l l e .  Une i n j e c t i o n  de  r a p p e l  a l i e u  t o u t e s  les s i x  semaines ,  

e t  l a  p o u r s u i t e  d e  l ' i m m u n i s a t i o n  est r e l a t i v e m e n t  longue (8-10 mois). Dans t o u s  

les  cas, l e  sérum, r e c u e i l l i  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n ,  es t  p r é s e r v é  d e  t o u t e  c o n t a -  

m i n a t i o n  m i c r o b i e n n e  p a r  a d d i t i o n  d ' a z o t u r e  d e  s o d i u m  à 1 '/. . ( p / v )  p u i s  

g a r d é  à -20'C. La s p é c i f i c i t é  d e  1 'immunsérum est testée p a r  immunoélectropho- 

rèse e n  d o u b l e  d imension e t  on u t i l i s e  c o m m e  a n t i g è n e  un sérum humain t o t a l .  

C )  Dosage enzymologique d e  1'Apo B - 
Le " c o a t i n g n  des t u b e s  d a n s  l e s q u e l s  s o n t  e f f e c t u é s  l e s  d o s a g e s  e s t  

o b t e n u  p a r  a d d i t i o n  d a n s  chacun  d ' en t re -eux  d e  1 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  LP-B p u r e  

d a n s  un tampon phospha te  d e  sodium (PBS) 0,OlM pH 7 ,2  c o n t e n a n t  0,02 % (p/v) 

d ' a z o t u r e  de  sodium. Les t u b e s  s o n t  incubés  a u  bain-marie  à 37°C pendant  3 

h e u r e s ,  p u i s  v i d é s  complètement p a r  s imple  a s p i r a t i o n  à l a  p i p e t t e  P a s t e u r .  

A i n s i  " c o a t é s n ,  i ls se c o n s e r v e n t  a u  maximum une semaine à 4'C. 

Immédiatement a v a n t  l e  dosage ,  l e s  t u b e s  s o n t  l a v é s  : o n  l e s  r e m p l i t  

e t  o n  l es  v i d e  success ivement  t ro i s  f o i s  avec  l e  m ê m e  tampon PBS q u e  précédem- 

ment e t  c o n t e n a n t  0 ,05 % (p/v) d e  Tween 20. 

Les sérums ou l e s  é t a l o n s  à d o s e r  s o n t  e n s u i t e  a j o u t é s  en  même temps 

que  l'immunsérum anti-Apo B ; chacune d e  ces s o l u t i o n s  est i n t r o d u i t e  s o u s  un 

volume d e  0 , 5  m l  a p r è s  a v o i r  é té  convenablement d i l u é e  dans  l e  tampon PBS + 
Tween.  près une seconde i n c u b a t i o n  d e  4 h e u r e s ,  à t e m p é r a t u r e  ambiante  p u i s  

t rois  l a v a g e s  s u c c e s s i f s ,  o n  i n c o r p o r e  1 m l  de con jugué  d i l u é  d a n s  l e  tampon PBS 

+ Tween. Les  t u b e s  s o n t  à nouveau i n c u b é s  (une n u i t  à 4'C) e t  l a v é s .  On mesure 

e n f i n  e n  d e r n i e r  l i e u  d a n s  chacun d ' en t re -eux  l ' a c t i v i t é  peroxydasique f i x é e  pa r  

une méthode calorimétrique u t i l i s a n t  l ' e a u  oxygénée c o m m e  s u b s t r a t  e t  l ' o r t h o -  

d i a n i s i d i n e  c o m m e  donneur d 'hydrogène (append ice  t e c h n i q u e ,  page 267) . La réac- 

t i o n  se développe à t e m p é r a t u r e  ambiante  e t  au bout  d ' u n e  h e u r e ,  e l l e  est 

s t o p p é e  p a r  a d d i t i o n  d ' u n e  g o u t t e  d e  HC1 5N. La c o l o r a t i o n  jaune ob tenue  est 

mesurée a u  s p e c t r o p h o t o m è t r e  à 405 nm. 



d )  A u t r e s  méthodes - 
L e s  r é s u l t a t s  s o n t  comparés à ceux  o b t e n u s  p a r  deux t e c h n i q u e s  d e  r é f é r e n -  

ce , 1 'é lec t ro immunodi f fus ion  e t  1 ' immunodif f u s i o n  r a d i a l e ,  s e l o n  une adap ta -  

t i o n  d e s  m é t h o d e s  o r i g i n a l e s  d é c r i t e s  r e s p e c t i v e m e n t  p a r  LAURELL ( 214) e t  

MANCINI  e t  c o l l .  (236) (append ice  t e c h n i q u e ,  pages  277 e t  276 ) . Le c h o l e s t é r o l  e t  

l e s  t r i g l y c é r i d e s  d e s  sérums a n a l y s é s  s o n t  d o s é s  pa r  d e s  t e c h n i q u e s  enzymat iques  

à 1 'au toana lyseur  Technicon (appendice  t e c h n i q u e ,  page 259 1 (294 . 

3 ' )  R é s u l t a t s  - 
a )  P u r e t é  d e  l a  LP-B e t  s p é c i f i c i t é  d e  l'immunsérum anti-Apo B - 

La f r a c t i o n  LP-B p r é p a r é e  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ne  donne qu 'une s e u l e  

bande p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  d e  polyacrylamide.  Après m i g r a t i o n  d  'un sérum 

t o t a l  e n  s e c o n d e  d i m e n s i o n  d a n s  un g e l  d ' a g a r o s e  c o n t e n a n t  l ' i m m u n s é r u m  à 

t e s t e r ,  il y  a  développement d ' u n  s e u l  p i c  d e  p r é c i p i t a t i o n  i n d i q u a n t  d e  ce f a i t  

l a  s é l e c t i o n  d ' u n  s e u l  a n t i c o r p s .  

b )  C o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  - 
- Déterminat ion d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  d e  LP-B à " c o a t e r "  p a r  t u b e  - 

La f i x a t i o n  d e  l a  LP-B s u r  l e s  t u b e s  d e  p o l y s t y r è n e  e s t  t r è s  b o n n e ,  

e t  l a  r é a c t i o n  immunoenzymologique est r é a l i s é e  s u r  p l u s i e u r s  s é r i e s  d e  t u b e s  

" c o a t é s "  avec d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  LP-BI les a u t r e s  pa ramèt res  é t a n t  

i n v a r i a b l e s .  Les absorbances  mesurées  au spec t ropho tomèt re  pour chaque série 

s o n t  a l o r s  r e p o r t é e s  s u r  une c o u r b e  en f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d ' a n t i g è n e  

"coa té"  c o r r e s p o n d a n t e ,  e t  o n  d é t e r m i n e  a i n s i  une c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  so i t  

1  w d'Apo B  p a r  m l  ( f i g u r e  29(a)r page 182 1. 

- D é t e r m i n a t i o n  d e  l a  d i l u t i o n  o p t i m a l e  d e  l ' immunsérum a n t i - A p o  B - 

1  m l  de  d i £  f  é r e n t e s  d i l u t i o n s  d  'immunsérum s o n t  incubés  avec une q u a n t i t é  

f i x e  d e  LP-B ( 1  m/ml) "coa téew s u r  d e s  t u b e s ,  o n  e f f e c t u e  l e  dosage  e t  on 

r e p o r t e  s u r  une c o u r b e  l e s  absorbances  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d ' a n t i c o r p s  ( f i g u r e  

2 9 ( b )  ,page 182 : 

* l 1 a b s o r b a n c e  e s t  m a x i m a l e  p o u r  d e s  d i l u t i o n s  d ' immunsérum i n f é r i e u r e s  à 

1/500 ; 

* p o u r  d e s  d i l u t i o n s  i n f é r i e u r e s  à 1 / 2 0  000 o u  e n  a b s e n c e  d ' immunsérum,  



l ' a b s o r b a n c e  est t rès  f a i b l e  e t  c o r r e s p o n d  à une a d s o r p t i o n  non s p é c i f i q u e  

d e s  a n t i c o r p s  s u r  l es  t u b e s .  

La s e n s i b i l i t é  o p t i m a l e  d e  l ' e s s a i  est ob tenue  pour l a  p l u s  f o r t e  d i l u t i o n  

donnant  l ' a b s o r b a n c e  l a  p l u s  é l e v é e ,  e t  e n  g é n é r a l ,  l a  p r é p a r a t i o n  d e  l'immunsé- 

rum é t a n t  t o u j o u r s  e f f e c t u é e  dans  l e  m ê m e s  c o n d i t i o n s ,  cet te  d i l u t i o n  est d e  

1/1000. 

- Déterminat ion d e  l a  d i l u t i o n  o p t i m a l e  du conjugué - 

Les dosages  s o n t  r é a l i s é s  dans  d e s  t u b e s  " c o a t é s n  avec 1 pg/ml d e  LP-BI 

en p r é s e n c e  d e  1 m l  d'immunsérum d i l u é  a u  1/1000 e t  d e  d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a -  

t i o n s  du conjugué.  La c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  donnant  l e s  p l u s  f o r t e s  absorbanceç 

es t  d e  500 ng/ml. 

c )  Courbe d ' é t a l o n n a g e  - 
La c o u r e  d ' é t a l o n n a g e  est ob tenue  en  i n t r o d u i s a n t  d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a -  

t i o n s  d e  LP-B p u r e  dans  d e s  t u b e s  " c o a t é s n  e t  en e f f e c t u a n t  l e s  dosages  d a n s  

les  c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  précédemment d é f i n i e s .  

Comme l e  montre  l a  f i g u r e  2 9 ( c ) ,  page182 , p l u s  l a  q u a n t i t é  dlApo B a j o u t é e  

est impor tan te ,  p l u s  il y a d e  complexes formés e n  s o l u t i o n .  D e  ce f a i t ,  l a  

f i x a t i o n  d e s  a n t i c o r p s  anti-Apo B à l a  phase  s o l i d e  est diminuée,  c e  q u i  en- 

t r a î n e  une  b a i s s e  p r o g r e s s i v e  d e  l a  c o l o r a t i o n  l o r s  d e  l a  r é v é l a t i o n  d e  

1 ' a c t i v i t é  peroxydasique f i x é e .  Une bonne l i n é a r i t é  d e  l a  courbe  est ob tenue  

pour d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d'Apo B compr i ses  e n t r e  1 e t  15 pg/ml. 

d )  S e n s i b i l i t é  e t  p r é c i s i o n  d e  l a  méthode - 
La q u a n t i t é  minimale d'Apo B que l ' o n  p e u t  d é t e c t e r  e s t  f a i b l e  ( l / p g )  , e t  

l e  dosage d e  1'Apo B par  enzymoimmunologie c h e z  l'homme n é c e s s i t e  une d i l u t i o n  

d e s  sérums normaux e t  hyper l ip idémiques  respec t ivement  au 1/200 e t  1/400., 

l ' h y p e r l i p i d é m i e  se t r a d u i s a n t  par  une c h o l e s t é r o l é m i e  s u p é r i e u r e  à 2,80 g / l  ou 

une t r  i g l y c é r  idémie s u p é r i e u r e  à 1,50 g / l .  

La r e p r o d u c t i b i l i t é  d e  l a  méthode a é té  c a l c u l é e  e n  e f f e c t u a n t  20 f o i s  

l e  dosage d e  56 sérums c o n t e n a n t  e n t r e  0,14 e t  3,94 g d'Apo B/1 ; l e  c o e f f i c i e n t  

d e  v a r i a t i o n  ob tenu  est  d e  4,5 %. La r e p r o d u c t i b i l i t é  jour a p r è s  jour  est 

ob tenue  en a n a l y s a n t  2 sérums, respec t ivement  f a i b l e  (0,62 g / l )  e t  f o r t  (1,67 

g / l )  e n  Apo BI 1 f o i s  pa r  j o u r ,  pendant 20 j o u r s ,  les c o e f f i c i e n t s  d e  v a r i a t i o n  

r e s p e c t i f s  s o n t  d e  10,8  e t  8 ,9  %. 
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e )  Exactitude de l a  méthode - 
Quand on ajoute différentes  quantités de LP-B pure à un sérum, l e  pourcen- 

tage moyen de recouvrement e s t  de 98,3 %. 

f )  Comparaison avec l e s  autres méthodes - 
L'étude comparative e s t  e f f ec tuée  sur 5 6  sérums comprenant à l a  f o i s  

des su je ts  sains (27  sérums) e t  des su je t s  hyperlipoprotéinémiques de types I Ia ,  

IIb, e t  IV (29  sérums). 

Les coef f ic  ients  de corrélation obtenus entre l a  méthode néphélémétr ique 

d'une par t  e t  l e s  méthodes immunoélectrophorétiques e t  d 'immunodif fusion radiale 

d'autre par t  sont bons (r = O,8O e t  0, 84 respectivement), e t  l e s  équations 

de dro i tes  de régression respectives ne mettent pas en évidence l 'existence 

d'un b ia is  additif  (figure 30: A e t  B, page 184). Cependant, en moyenne, d'après 

l e  tableau 25 page 185, l e s  concentrations en Apo B fournies par l a  méthode 

néphélémétrique sont sensiblement plus élevées que ce l l e s  obtenues par l e s  

autres méthodes. Ceci peut s'expliquer facilement par l e  f a i t  que l e s  sérums 

analysés rassemblaient des échantillons riches en VLDL dont on s a i t  que l a  

migration dans un ge l  d'agarose e s t  t r è s  d i f f i c i l e .  

4 ' )  Discussion - 

La méthode de dosage de 1'Apo-B que nous décrivons e s t  simple e t  f ac i l e  

à réal iser  : comparée aux autres techniques l e s  plus couramment employées, e l l e  

présente cer tains  avantages, ne nécessitant aucun appareillage sophistiqué, 

u t i l i s a n t  des  r é a c t i f s  peu coûteux, s t a b l e s  e t  non r a d i o a c t i f s  e t  pouvant 

enfin ê t r e  appliquée à des sérums riches en LP de grande t a i l l e  qui contiennent 

de 1'Apo B en quantité non négligeable. Sa précision e s t  t r è s  sat isfaisante ,  

comparable à c e l l e  obtenue par radioimmunologie ou électroimmunologie (106) .  

E l l e  o f f r e  une grande s e n s i b i l i t é ,  permettant de  c e  f a i t  d 'envisager  

facilement l e  dosage de 1'Apo B dans des fractions lipoprotéiques, u t i l e  par 

exemple pour étudier sur un plan génétique certaines hyperlipoprotéinémies 

(314 ) . Toutes l e s  manipulations sont e f f ec tuées  dans l e  même tube,  c e  qu i  

diminue considérablement l e  risque de pertes au cours des dosages ; de plus, l a  

coloration s e  développant à par t i r  de l a  phase solide,  on évi te  a insi  de multi- 

ples interférences possibles dues en part icul ier  à l a  présence de cer tains  

médicaments, d'hémoglobine ou de bil irubine. 
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A : Comparaison des taux d'apo B obtenus par la méthode B : Comparaison des taux d'apo B obtenus par les méthodes 
irnmunoenzymologique ( E I A )  et 1 'él ectroimmuno- immunoenzymologique ( E 1 A ) e t  d'immunodiffusion radiale 
diffusion ( R I E )  ( R I D )  

Figure 30 

COMPARAISON DES TAUX D'APO B OBTENUS PAR L A  METHODE 

IMMUNOENZYMOLOGIQUE ET DEUX AUTRES METHODES DE REFERENCE 



TABLEAU 2 5  

COMPARAISON STATISTIQUE DES RESULTATS OBTENUS POUR LE DOSAGE DE L'APO B 

PAR LA METHODE IMMUNOENZYMOLOGIQUE (EIA) ET LES METHODES 

D ' ELECTRO IMMUNODIFFUSION (RIE) ET D '  IMMUNODIFFUSION RADIALE (RID) 

EIA : Essai immunoenzymologique 

RIE : Electroimmunodif fusion 

R I D  : Immunodiffusion r a d i a l e  

Moyenne t - Ecart- type 

a~ 

a 1 

s ~ ~ 9  S ~ ~ '  

r 

n 

a O : Ordonnée à 1 ' o r i g i n e  de l a  d r o i t e  de régress ion  (Y ,  X) 

a 1 : Pente de l a  d r o i t e  de régression (Y, X) 

S~ x : Ecart - type de l a  d r o i t e  de régression 

r : C o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  

n : Nombre d 'échan t i l  I ons  é tud iés  

EIA 

(Y) 

2 ,O4 

R I E  

(XI  

1,70 

0,18 

1 , l O  

0,57 

O ,80 

5 6 

0,lO 

1,30 

O ,52 

0,84 

56 

E I A  

(Y> 

2 ,O4 

R I D  

(XI 1 

1,49 

* 



I l  e s t  i n d i s p e n s a b l e  pour  ces d o s a g e s  d ' u t i l i s e r  d e  a n t i c o r p s  a y a n t  

de f o r t e s  c o n s t a n t e s  d ' a f f i n i t é ,  e t  formant avec l e s  a n t i g è n e s  d e s  complexes 

les  p l u s  s t a b l e s  p o s s i b l e s  ; c 'est pourquoi  les  temps d ' immunisat ion d e s  l a p i n s  

s o n t  t r è s  longs  (8-10 mois). 

Enfin ,  malgré  l es  nombreux i n t é r ê t s  d e  l a  t echn ique ,  il e x i s t e  un inconvé- 

n i e n t  majeur c a u s é  pa r  l ' i n s t a b i l i t é  des t u b e s  "coatés1' avec l a  LP-B. I l  f a u t  

donc p répare r  l ' a n t i g è n e  pur de façon  r é p é t é e ,  e t  f a i r e  une f i x a t i o n  extempora- 

n é e  s u r  l e s  t u b e s  d e  p o l y s t y r è n e .  

I l  a u r a i t  a l o r s  é té  p r é f é r a b l e  d e  déve lopper  une méthode immunoenzymolo- 

g i q u e  non c o m p é t i t i v e  d i t e  "méthode *sandwichn dans  l a q u e l l e  dans  un premier 

temps 1 ' a n t i g è n e  est e x t r a i t  du m i l i e u  b i o l o g i q u e  avec un a n t i c o r p s  i n s o l u b i l i -  

sé ; p u i s  d a n s  un s e c o n d  t e m p s ,  p a r  a d d i t i o n  d ' u n  s e c o n d  a n t i c o r p s  marqué 

s p é c i f i q u e  de  l ' a n t i g è n e  à d o s e r ,  on  r é a l i s e  l a  format ion d 'un  t r i p l e  complexe 

( a n t i c o r p s - a n t i g è n e - a n t i c o r p s  + enzyme), que l ' o n  q u a n t i f i e  pa r  l a  mesure d e  

l ' a c t i v i t é  enzymatique f i x é e .  

Quelques remarques r e l a t i v e s  à ce p r i n c i p e  peuvent ê t r e  f a i t e s  : 

* à c o n d i t i o n  que l e  second a n t i c o r p s  marqué s o l u b i l i s é  s o i t  p u r i f i é ,  l ' a n t i -  

c o r p s  i n s o l u b i l i s é  m i s  e n  p résence  d e  l a  s o l u t i o n  a n t i g é n i q u e  d a n s  l a  première  

é t a p e  ne d o i t  p a s  o b l i g a t o i r e m e n t  l ' ê t r e ,  e t  o n  peut  p a r t i r  p l u s  simplement 

d 'une f r a c t i o n  e n r i c h i e  e n  a n t i c o r p s  (immunsérum d o n t  on p r é c i p i t e  l es  p -globu- 

l i n e s )  , 
* l es  a n t i c o r p s  p u r i f i é s  o u  i n s o l u b i l i s é s  se c o n s e r v e n t  c o n g e l é s ,  

* l ' u t i l i s a t i o n  d ' a n t i g è n e s  pur i f  i é s  n ' i n t e r v i e n t  qu 'une s e u l e  f o i s  pour é t a b l i r  

l a  courbe  d ' é t a l o n n a g e  s e r v a n t  à d o s e r  un sérum é t a l o n  s e c o n d a i r e  employé par  l a  

s u i t e  pour l e s  dosages .  

C e t t e  méthode nous a u r a i t  permis  a i n s i  d ' é v i t e r  l e s  i s o l e m e n t s  f r é q u e n t s  

d e  LP-B e t  d e  pouvoir  s t o c k e r  au c o n g é l a t e u r  l e  m a t é r i e l  n é c e s s a i r e  à l a  r éac -  

t i o n .  Les i- g l o b u l i n e s  o n t  é té  p r é c i p i t é e s  p a r  du  s u l f a t e  d e  sodium à p a r t i r  de  

1 ' immunsérum anti-Apo BI p u i s  i n s o l u b i l i s é e s  soi t  par s imple  a d s o r p t i o n  s u r  d e s  

t u b e s  e n  p o l y s t y r è n e ,  soi t  par  cova lence  s u r  de  l a  c e l l u l o s e  a c t i v é e  par  du 

bromure d e  cyanogène (appendice  t e c h n i q u e  page 2 6 9 ) .  

Les a n t i c o r p s  anti-Apo B p u r i f i é s  o n t  é té  p r é p a r é s  à l ' a i d e  d ' u n  immunoab- 

s o r b a n t  (385 ) (appendice  t echn ique  page 271 ) e t  marqués à l a  g lucose-oxydase  

(248) (appendice  t e c h n i q u e  page 274 ) . 
29  s é r u m s  o n t  a i n s i  é t é  d o s é s  a v e c  l e s  2 t y p e s  d e  s u p p o r t  s o l i d e  e t  

les r é s u l t a t s  o b t e n u s  o n t  été comparés à c e u x  f o u r n i s  pa r  1 'é lect roimmunodiffu-  

s i o n  d 'une  p a r t  e t  l a  méthode immunoenzymologique c o m p é t i t i v e  d ' a u t r e  p a r t .  



Le coeff icient  de corrélation calculé entre l a  méthode non compétitive 

u t i l i san t  des anticorps insolublisés sur plastique e t  l e s  deux méthodes de 

référence e s t  mauvais e t  l e s  taux moyens obtenus sont nettement différents.  Par 

contre, entre  l a  méthode non compétitive u t i l i san t  des anticorps insolubilisés 

sur cellulose e t  l e s  deux méthodes de référence, l a  corrélation e s t  excellente, 

mais l e s  taux moyens obtenus par l a  première technique sont deux fo is  trop 

faibles e t  l e s  équations des dro i tes  de régression mettent en évidence l ' ex is -  

tence d'un b ia i s  t r è s  important. 

Cette sous-estimation e s t  difficilement explicable e t  on peut supposer 

que lo r s  de l a  fixation des anticorps sur l a  cellulose,  deux molécules de 

ceux-ci peuvent l ' ê t r e  par grain de polymère. Dans ce  cas,  l 'un  des deux phéno- 

mènes représentés par l e s  schémas ci-dessous, ou l e s  deux phénomènes à l a  fo is ,  

peuvent se  produire, e t  il s ' ag i r a i t  a lors  peut-être d'un problème de nombre de 

s i t e s  de fixation. 

- lère poss ib i l i té  - ---------------- 

@ grain de cellulose 

4 anticorps spécifique 

< molécule non spécifique 

- 2ème poss ib i l i té  - ---------------- 

0 antigène 

A anticorps marqué à l a  

glucose-oxydase . 

Les d i f f i cu l t é s  que nous éprouvions quant à l a  mise au point de l a  méthode 

"sandwich" pour l e  dosage de 1'Apo B I  e t  l'inconvénient majeur de l ' i n s t a b i l i t é  

de 1'Apo B "coatéen par l a  méthode compétitive en milieu hétérogène nous ont 

amené à développer d 'autres techniques plus facilement réalisables e t  avons 

appliqué l'immunonéphélémétrie-laser tout d'abord pour l e  dosage de 1'Apo B,  

puis pour ~ e l u i  de 1 'Apo A-1. 



3- DOSAGE DES APO B ET A-1 PAR IMMUNONEPHELFl'IETRIE - (133, 1 3 2 )  ------- - -------- - ------------- --- ------- ---------- 

1 ' )  Pr inc ipe  de  l a  méthode - 

Le p r i n c i p e  d e s  mé taodes  d e  daaage immunundph8l~mbtfiqucea3 a d & j &  et& 

d k r i t  e t  nous aw30n.s. alors p r k 9 a i  l ' i n t a r e t  plus p a r t i a u l i e r  d e  l a  n6phdl&&- 

trie-laser {page 2201 . 
Pow aotrr k ~ a v a i l  nous amris u t i l d e 4  i111 n&pb4l&dtre-lad1er Hylmd PDQTM 

( D i v i s i ~ n  @land Iraveno3, Laà. Izrc.jl dms Lequel P'azxgle de d6twtion est d e  

3CB.O e t  Le dd tec t eu r  .utr ~ i t ~ m l t i g l 2 c  ç8keuf:. 

Les dosages c a n s i s t e n t  $i incPlber dans der tubes  e m  b o r o s i l k a t e  f10 x 75  

m) f o u r n i s  avtm l'appareil, Les &chantilLon@ & dasez (&talarus et druras) et 

1"nsGriiun C~rlce~g@nd&nD de i.*apopoakQim B doser  (Apa ET ou Ap6 A-11, puis à 

Baeeutar 1 1Sntm~8t& du t r a u b l e  d6velopph paz l a  formatian d e s  i ~ u n s - a ~ 3 ~ p l e x ~ ~  

Des veileurs sant af f ich&es  sur un bran d i g i t a l .  EIlsa3 aurr.eispondenh des 

vslsrzra d e  mesulres té&titives p2ridant 15 smùn@a du p o u r a e n t q e  de d i spe re i an  

trelatiare de la l m i b r e ,  et an nate une moyenne. 

2 ' )  Dosage d e  1'Apo B - (133) 

a )  Matér ie l  e t  méthodes - 
- prépara t ion  du s tandard d 'é ta lonnage  - 
De l a  LP-B pure est u t i l i s é e  comme standard a f i n  d ' é t a b l i r  une courbe 

d 'é talonnage e t  de doser  un sérum se rvan t  par l a  s u i t e  d ' é t a l o n  secondaire  

(sérum standard l y o p h i l i s é  Kontrollogen-1 -Behingwerke Ag) . La p répa ra t ion  de  l a  

LP-B est ident ique  à c e l l e  d é c r i t e  précédemment pour l e  dosage immunoenzymolo- 

gique (page 177) , e t  l a  f r a c t i o n  de d e n s i t é  comprise e n t r e  1 .O40 e t  1 .O53 g/ml 

e s t  obtenue par  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  s é q u e n t i e l l e .  

- Obtention de l'immunsérum anti-Apo B - 

De même que pour l a  méthode immunoenzymol~gique~ d e  l a  LP-B e s t  i n j e c t é e  

au l a p i n  par vo ie  i n t r a -pé r i t onéa l e  e t  l e s  immunsérums son t  conservés  à -20'C 

en présence d ' a z o t u r e  de  sodium. 

- Dosage d e  1'Apo B - 
 immunsé sérum anti-Apo B e s t  d i l u é  dans un tampon phosphate d e  sodium (PBS) 

(10 n moles/l ,  p H  7,2; NaCl 0,15 moles/ l )  , avec ou sans  polyéthylène-glycol 



(PEG) à 40  '/.. (p/v). I l  e s t  f i l t r é  sur un f i l t r e  dont l e s  pores ont un 

diamètre de 0 , 4  ym (Nucleopore Cooporation) af in  d'éliminer l e s  pe t i tes  par t i -  

cules en suspension. Les sérums à doser e t  l e s  étalons sont di lués  dans du sérum 

physiologique préalablement f i l t r é  également. Les dosages sont effectués direc- 

tement dans l e s  tubes de mesure selon l e  tableau suivant : 

Les tubes sont recouverts de parafilm e t  leur contenu e s t  mélangé par 

t r o i s  retournements successifs d u  portoir l e s  supportant. 

Après une incubation de 45 minutes à température ambiante, on effectue 

l e s  lectures.  L'appareil e s t  réglé avec une sens ib i l i té  4 sur l e s  "blanc tube", 

puis on mesure l e s  quantités de lumière dispersée d'abord dans l e  tube "blanc 

an t i co rps ,  p u i s  pour chaque dosage en mesurant à chaque f o i s  au p réa lab le  

son blanc correspondant . La soustract ion du "blanc dosage" se  f a i t  automatique- 

ment sur l 'apparei l  e t  l e s  valeurs lues sur l 'écran d i g i t a l  sont proportion- 

nelles à l a  concentration de 1'Apo B. 

- Autres méthodes - 
Une étude comparative des résu l ta t s  obtenus e s t  réal isée par rapport à l a  

méthode enzymoimmunologique selon l e  procédé original décr i t  précédemment(l41) e tp r  

rapport à 1 'électroimmunodiffusion (214)  (appendice technique page 277 ) . 
Le cholestérol e t  l e s  tr iglycérides des sérums analysés sont dosés par a i l leurs  

sur autoanalyseur Technicon ( 294) (appendice technique page 259). 
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- 

1 0 0  1 
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immunsér um d i l u é  
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sérum à doser 

i 

Dosage 
J 

- 

1 m l  

. 

100 1 

. 
Blanc tube 

1 m l  

- 

- 

Blanc anticorps 

- 

1 m l  

- 



- Condi t ions  o p é r a t o i r e s  - 

* l i n é a r i t é  - 
La f i g u r e  31 page 192 montre que l es  pourcen tages  d e  d i s p e r s i o n  r e l a t i v e  

d e  l a  lumière  s o n t  r e l i é s  d e  façon  l i n é a i r e  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d'Apo B 

a l l a n t  d e  4 à 20 mg/l. C e t t e  zone d e  l i n é a r i t é  e s t  r e t e n u e  pour nos  e s s a i s .  

* D i l u t i o n  o p t i m a l e  d e  l'immunsérum - 
Nous recherchons  l a  d i l u t i o n  d ' i ~ m u n s é r u m  l a  p l u s  f o r t e  donnant une 

l i n é a r i t é  c o r r e c t e  d a n s  l a  zone d e  c o n c e n t r a t i o n s  précédemment d é f i n i e .  Généra- 

lement l a  d i l u t i o n  adop tée  pour n o t r e  t r a v a i l  e s t  1/75 (v/v) . Ce r a p p o r t  est 

conf i rmé pour chaque nouveau l o t  d'immunsérum. 

* Temps d ' i n c u b a t i o n  - 
La d u r é e  d e  l ' i n c u b a t i o n  n é c e s s a i r e  pour que l a  r é a c t i o n  s o i t  complète 

es t  déterminée en  e f f e c t u a n t  l a  l e c t u r e  d ' u n  dosage d ' abord  t o u t e s  l e s  5 minutes  

pendant 60 minu tes ,  e n s u i t e  t o u t e s  l e s  10 minu tes ,  e t  ceci pendant 90 minutes  

a u  t o t a l  : On r e p o r t e  e n f i n  l e  pourcen tage  d e  d i s p e r s i o n  o p t i q u e  e n  f o n c t i o n  d e  

ce temps. D'après  l a  f i g u r e  32 , page 193 r un temps o p t i m a l  d e  45 minutes  e s t  

r e t e n u  pour nos dosages .  

* Présence d e  PEG - 
Le PEG e s t  c o u r  amment u t i l i s é  d a n s  l e s  m é t h o d e s  n é p h é l é m é t r  i q u e s  d e  

dosage d e s  p r o t é i n e s  s é r i q u e s .  Cependant, é t a n t  connu comme subs tance  i n t e r a g i s -  

s a n t  avec les LP s é r i q u e s  ( 6 8 ) r son  i n £  l u e n c e  l o r s  d e  nos  dosages  d g  Apo B e s t  

é t u d i é e  e n  a n a l y s a n t  32 sérums à l ' a i d e  du même immunsérum d i l u é  s o i t  avec l e  

tampon PBS s e u l ,  s o i t  avec l e  tampon PBS + PEG. Nous e f f e c t u o n s  e n  o u t r e  un 

dosage supp lémenta i re  à l ' a i d e  d 'une  méthode d e  r é f é r e n c e  e n  l ' o c c u r e n c e  l ' é l e c -  

troimmunodif f u s i o n .  

Le t a b l e a u  2 6  , p a g e  191 , m o n t r e  q u e  l a  c o r r é l a t i o n  e s t  bonne  e n t r e  

les deux dosages  néphé lémét r iques  ( r  = 0,967) mais l e s  c o n c e n t r a t i o n s  t r o u v é e s  

en  l ' a b s e n c e  d e  PEG (3118 mg/l e n  moyenne) s o n t  s i g n i f  i c a t i v e m e n t  (p  < 0,001) 

p l u s  é l e v é e s  (+ 11 % e n  moyenne) e t  t rès proches  d e  c e l l e s  que l ' o n  o b t i e n t  

pa r  l a  méthode d e  r é f é r e n c e  (3253 mg/l) . 
Toutes  l e s  expér imenta t ions  u l t é r i e u r e s  s o n t  donc e f f e c t u é e s  en tampon 

PBS s a n s  PEG. 



TABLEAU 2 6  

INFLUENCE DU POLYETHYLENE GLYCOL (PEG) SUR LE DOSAGE 

DE L'APO B PAR IMMUNONEPHELEMETRIE-LASER 

a O : Ordonnée à 1 ' o r i g i n e  de l a  d r o i t e  de régress ion Y = 0,87 X + 354 

a 1 : Pente de l a  d r o i t e  de régress ion  

S~ x : Ecar t - type de l a  d r o i t e  de régress ion  

r : C o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  

n : Nombre de cas é tud iés  

. 

Moyenne + - Ecar t - type 
( g / l )  

a~ 

a 1 

S~~ 

r 

n 

Sans PEG 

(Y) 

3,14 + - 1,17 

Avec PEG 

(XI 

2,80 + 0,94 - 

0,35 

0,78 

242 

O ,967 

32 
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DETERMINATION D'UNE DUREE OPTIMALE DE L'INCUBATION 

POUR LE DOSAGE LASER-IMMUNONEPHELEMETRIQUE DE L'APO B 



* S e n s i b i l i t é  e t  p r é c i s i o n  - 

Les m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  s o n t  o b t e n u s  avec d e s  d i l u t i o n s  d e  plasma au 

1/200 c h e z  l e s  s u j e t s  normol ipidémiques  e t  au 1/400 c h e z  l e s  s u j e t s  p r é s e n t a n t  

une augmentat ion d e  l e u r  c o n c e n t r a t i o n  p lasmat ique  en LP r i c h e s  en  A p o  B se 

t r a d u i s a n t  p a r  une c h o l e s t é r o l é m i e  s u p é r i e u r e  à 2,80 g / l .  

La r é p é t a b i l i t é  (30 mesures  s u c c e s s i v e s  s u r  un m ê m e  sérum) e s t  é t u d i é e  

e n  zones  normale e t  p a t h o l o g i q u e  (2 , lO  e t  4,60 g / l  d e  c h o l e s t é r o l  r e s p e c t i v e -  

ment)  ; les c o e f f i c i e n t s  d e  v a r i a t i o n  (CV) s e  s i t u e n t  r e s p e c t i v e m e n t ,  pour l e  

dosage  d e  1 ' A p o  BI à 3 % e t  4,6 %. La r e p r o d u c t i b i l i t é  jour  a p r è s  jour  (21 

mesures)  f o u r n i t  dans  les  m ê m e s  c o n d i t i o n s ,  d e s  CV r e s p e c t i f s  d e  7 , 5  % e t  

7 ,9  %, t r è s  a c c e p t a b l e s .  

* E x a c t i t u d e  - 
L ' e x a c t i t u d e  d e  l a  m é t h o d e  e s t  t e s t é e  p a r  r e c o u v r e m e n t  d e  q u a n t i t é s  

connues  d e  LP-B p u r e  (+ 40, 80, 1000, 1200 e t  1600 mg/l) a j o u t é e s  à un sérum 

p r é a l a b l e m e n t  d o s é  à 1700 mg/l e n  Apo B. Le pourcen tage  d e  recouvrement c a l c u l é  

es t  t r è s  s a t i s f a i s a n t  : il est  d e  105 % e n  moyenne. 

* Comparaison avec  l e s  a u t r e s  méthodes - 
C e t t e  é t u d e  e s t  e f f e c t u é e  s u r  31 sérums provenant  d ' u n e  p o p u l a t i o n  compre- 

n a n t  à l a  f o i s  d e s  s u j e t s  s a i n s  ( 1 8  sérums)  e t  d e s  s u j e t s  p o r t e u r s  d ' u n e  hyper-  

l i p o p r o t é i n é m i e  d e  type  I I a ,  I I b  o u  I V .  Globalement l a  p o p u l a t i o n  se d é f i n i t  

p a r  son t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  : 2 ,2  f 0 ,9  g / l  (moyenne f écart t y p e )  . 
Le t a b l e a u  27,  p a g e  196 m o n t r e  q u e ,  e n  moyenne,  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  

e n  Apo B f o u r n i e s  par  l e s  t r o i s  méthodes ne d i f f è r e n t  p a s  s i g n i f i c a t i v e m e n t .  

Une e x c e l l e n t e  c o r r é l a t i o n  ( r  = 0,980) e x i s t e  e n  o u t r e  e n t r e  l es  méthodes 

néphélémétr  ique  e t  immunoélectrophorét  ique  ( f i g u r e  33 : A I  page 195 ) ; l a  c o r r é l a -  

t i o n  est bonne ( r  = 0,907) e n t r e  l e s  méthodes néphé lémét r ique  e t  immunoenzymolo- 

g i q u e  ( f i g u r e  33 : B page 1 9 5 ) .  

* C o r r é l a t i o n  e n t r e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Apo B d é t e r m i n é e  pa r  n é p h é l é m é t r i e  

e t  l a  c h o l e s t é r o l é m i e  - 
L ' é t u d e  est r é a l i s é e  à p a r t i r  d e  63 sérums p rovenan t  d e  s u j e t s  s é l e c t i o n -  

n é s  s u r  l a  base  d e  l e u r  c h o l e s t é r o l é m i e  d e  f a ç o n  à o b t e n i r  un é c h a n t i l l o n  d e  

p o p u l a t i o n  r é g u l i è r e m e n t  d i s p e r s é  e n t r e  d e s  v a l e u r s  t r è s  f a i b l e s  e t  très éle- 

v é e s .  

La c o r r é l a t i o n  e s t  t r è s  b o n n e  ( r  = 0 , 9 2 2 )  e n t r e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  

s é r i q u e s  e n  A p o  B e t  l e  c h o l e s t é r o l  t o t a l  ( t a b l e a u  28, page  197 ) ; 1 ' é q u a t i o n  
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TABLEAU 27 

COMPARAISON STATISTIQUE DES RESULTATS OBTENUS POUR LE DOSAGE DE L'APO B 

PAR LA METHODE LASER-IMMUNONEPHELEMETRIQUE ET LES METHODES 

D'ELECTROIMMUNODIFFUSION (RIE) ET IMMUNOENZYMOLOGIQUE (EIA) 

a. : Ordonnée à 1 ' o r i g i n e  de l a  d r o i t e  de régress ion  (Y, X) 

I 

Moyenne + - Ecar t - type 
(911 

a. 

a 1 

s~ x 

r 

n 

al : Pente de l a  d r o i t e  de régress ion  (Y, X) 

SyX : Ecar t - type de l a  d r o i t e  de régress ion  (Y, X )  

r : C o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  

NEPHELEMETRIE 
-LASER 

(Y) 

1,93 + - 0,79 

lm n : Nombre de cas é tud iés  

RIE 

(X) 

2,12 + - 1,12 

- 0,46 

1,26 

O ,22 

O, 980 

3 1 

2,17 

0,82 

438 

O ,907 

3 1 

NEPHELEMETRIE 
-LASER 

(Y) 

1,96 + - 1,02 

EIA 

( X I  

2,12 f 1,12 



TABLEAU 28 

COMPARAISON STATISTIQUE ENTRE LA CONCENTRATION SERIQUE 

EN APO 0 ET LA CHOLESTEROLEMIE 

a. : Ordonnée à 1 ' o r i g i n e  de l a  d r o i t e  de régress ion  ( Y ,  X) 

al : Pente de l a  d r o i t e  de régression (Y, X) 

s ~ x  : Ecart - type de l a  d r o i t e  de régression 

r : C o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  

n : Nombre d 'échant i  1 l o n s  é tud iés  

Moyenne t Ecart- type 
( g / l )  

a. 

a 1 

S~ x 

r 

n 

NEPHELEMETRIE-LASER 

(Y> 

2,56 + 1,24 

* 

CHOLESTEROL TOTAL 

(X I  

2,45 + 0,89 

- 0,62 

1,30 

O ,48 

0,922 

63 

w 



d e  l a  d r o i t e  d e  r é g r e s s i o n  met cependan t  e n  év idence  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  b i a i s  

a d d i t i f  r e l a t i v e m e n t  impor tan t .  

c )  Discuss ion - 
- L ' i m m u n o n é p h é l é m é t r i e  l a s e r  a p p l i q u é e  au  d o s a g e  d e  1 ' A p o  B  d a n s  l e  

s é r u m  humain o f f r e  u n e  g r a n d e  s e n s i b i l i t é  e t  une  p a r f a i t e  s p é c i f i c i t é .  La 

p r é c i s i o n  d  'une  t e l l e  méthode est d e  même e n t i è r e m e n t  s a t i s f a i s a n t e .  Les réac -  

t i f s  u t i l i s é s  s o n t  s t a b l e s  ; i ls  s o n t  très f a c i l e s  à p r é p a r e r  e t  d e  p l u s  l e u r  

nombre e s t  l i m i t é .  La r é a l i s a t i o n  d e  l a  t e c h n i q u e  e s t  e n f i n  extrêmement f a c i l e .  

- L'emploi  d e  PEG l o r s  d e  dosages  d ' a p o p r o t é i n e s  e n t r a n t  d a n s  l a  composi- 

t i o n  d e  LP n ' e s t  p a s  s o u h a i t a b l e .  En e f f e t ,  o n  s a i t  que ce r é a c t i f  f a v o r i s e  l a  

p r é c i p i t a t i o n  d e s  LP, e t  LORENZELLI e t  c o l l .  ( 225 ) montrent  récemment 1 'impor- 

t a n c e  d e  c e  phénomène l o r s  d e  l a  q u a n t i f i c a t i o n  p a r  immunonéphélémétrie d  'immuns 

complexes c i r c u l a n t s  (immunoglobulines l iées  à d e s  LDL). Le PEG f a v o r i s e  pa r  

a i l l e u r s  l a  p r é c i p i t a t i o n  d e s  complexes a n t i g è n e - a n t i c o r p s  formés e t  il f a u t  

a l o r s ,  dans  l e  c a s  d e  s a  p résence  d a n s  l e  tampon PBS, d é t e r m i n e r  t r è s  p r é c i s é -  

ment l e  temps d e  l a  r é a c t i o n .  

Les e s s a i s  que nous  avons r é a l i s é s  avec  e t  s a n s  PEG nous  mont ren t  e f f e c t i -  

vement que l es  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  s o n t  f o u r n i s  p a r  l e  tampon d i l u a n t  n e  con te -  

n a n t  p a s  d e  PEG. 

- La d u r é e  d e  l ' i n c u b a t i o n  e s t  f i x é e  d a n s  n o t r e  méthodologie  à 45 minutes .  

En c h o i s i s s a n t  ce temps,  o n  a t t e n d  que l a  r é a c t i o n  soi t  maximale e t  s t a b l e ,  e t  

o n  t r a v a i l l e  e n  " p o i n t  f i n a l " .  I l  est  c e p e n d a n t  p o s s i b l e  e n  immunonéphélémétrie 

d e  t r a v a i l l e r  a v a n t  ce p o i n t ,  e n  c i n é t i q u e  ; o n  c o n s i d è r e  a l o r s  l a  d é r i v é e  

p remiè re  de  l a  d i f f u s i o n  de  l a  lumiè re ,  c ' e s t  à d i r e  l a  v i t e s s e ,  e n  f o n c t i o n  

du temps. 

- Une t r è s  bonne c o r r é l a t i o n  e x i s t e  e n t r e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  s é r i q u e s  

e n  A p o  B  e t  l e  t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  mais il n ' y  a p a s  d e  p r o p o r t i o n n a l i t é .  

Ces deux r é s u l t a t s  s ' e x p l i q u e n t  f a c i l e m e n t ,  e t  l o r s q u ' o n  d é t e r m i n e  une 

c h o l e s t é r o l é m i e  on t i e n t  compte d u  c h o l e s t é r o l  d e s  HDL d o n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  

d a n s  l e  s a n g  e s t  r e l a t i v e m e n t  c o n s t a n t e  d ' u n  i n d i v i d u  à l ' a u t r e ,  m a i s  p a r  

a i l l e u r s  l e s  HDL ne  c o n t i e n n e n t  p a s  d'Apo B. 

- La t a i l l e  d e s  LP possédant  d e  1'Apo B  est  impor tan te  à c o n s i d é r e r  d a n s  

ce système (page 122 ) e t  il semble r a i s o n n a b l e  d e  l ' a p p l i q u e r  e s s e n t i e l l e m e n t  

à d e s  s é r u m s  normaux o u  d e  t y p e  I I a ,  n e  c o n t e n a n t  n i  c h y l o m i c r o n s  n i  t r o p  

d e  VLDL. Dans n o t r e  é t u d e ,  l e s  dosages  d'Apo B  e f f e c t u é s  s u r  31 sérums f o u r n i s -  



sent des moyennes tout à f a i t  comparables à ce l l e s  obtenues par l e s  mdthodes 

de référence, or notre échantillonnage rassemble non seulement des cas  normaux 

e t  de type IIa mais aussi des sérums de types I Ib  e t  I V .  En f a i t ,  l e s  taux 

de VLDL de ces derniers sont cer tes  augmentés mais modérément, l e  plus riche 

d'entre-eux étant dosé à 3,00 g de triglycérides.  

- Alors que l e  présent  t r a v a i l  é t a i t  en cours ,  BALLANTYNE e t  c o l l .  

(28) ont f a i t  une étude comparable e t  décr i t  l e  dosage de 1'Apo B dans l e  

sérum humain par néphélémétrie laser .  

Le tableau 29, page200 compare l e s  deux méthodes, ce l l e  des auteurs e t  l a  

nôtre. Les conditions u t i l i sées  dans chacune d'entre-elles sont différentes ,  

e t  BALLANTYNE e t  c o l l .  préconisent une di lut ion t r è s  importante des échantillons 

à doser (1 /2000°)  ; ce l l e -c i  ne correspond pas, à notre avis,  aux di lut ions 

habituellement u t i l i s ées  pour doser l e s  protéines sériques qui sont à une 

concentration voisine de c e l l e  de 1'Apo B dans l e  sérum. Par a i l l eu r s  l e  coeff i- 

cient  de corrélation q u ' i l s  obtiennent entre l a  concentration plasmatique en Apo 

B e t  l e  taux de cholestérol e s t  nettement inférieur à celui  que nous avons 

rapporté. Enfin, i ls  diluent l'immunsérum en présence de PEG. 
llilf O 

Les auteurs comparent en outre l e s  concentrations d'Apo B mesurées dans 

87 plasmas par t r o i s  méthodes différentes (immunonéphélémétrie laser ,  immunopré- 

c  ipi ta t ion automatisée, radioimmunologie) . La moyenne des valeurs obtenues e s t  

difficilement comparable, l a  technique néphélémétrique donnant l e s  taux l e s  plus 

fo r t s  ; néanmoins, dans c e  cas,  ceux-ci sont t r è s  proches des nôtres. Cette 

var iab i l i té  des résu l ta t s  peut s'expliquer par l a  diversi té  même des techniques 

employées, l e s  principes de celles-ci  étant totalement différents.  De plus, l e s  

échantillons dosés par l e s  auteurs sont p r i s  au hasard, cer tains  pouvant ê t r e  

t r è s  hyperlipémiques (notamment riches en LP de grosse t a i l l e )  ou avoir une 

composition lipoprotéique f o r t  différente de ce l l e  du standard u t i l i s é  pour l e  

dosage. On connaît cependant 1 'importance de ces c r i t è r e s  en néphélémétrie e t  

plus particulièrement c e l l e  de l a  t a i l l e  des particules mises en jeu qui, 

lorsqu ' e l le  e s t  t rop grande, entraîne fréquemment une sur-estimation des taux 

(page 122 1. 

Pour CURRY e t  co l l .  (93),  l e  f a i t  majeur responsable des divergences 

retrouvées dans l a  l i t t é r a t u r e  quant aux valeurs normales moyennes d'Apo B chez 

l'homme es t  l i é  essentiellement non pas à l a  d ivers i té  des technologies em- 

ployées, mais à l 'application lors  de l a  conversion des taux d'Apo B en protéi- 

nes d 'un fac teur  c o r r e c t i f  extrêmement v a r i a b l e  ; en e f f e t  pour c e r t a i n s  



TABLEAU 29 

COMPARAISON ENTRE DEUX METHODES DE DOSAGE 

DE L'APO B PLASMATIQUE PAR IMMUNONEPHELEMETRIE LASER 

a : selon Bal 1 antyne e t  co l  1 . ( 2 8 )  

b : selon l e  présent  t r a v a i l  

.. ,. : Sérum dont  l e  taux de cho les té ro l  e s t  supér ieur  ou égal 
à 2,8 g / l  

C 

.,., ..,. : Nombre d 'échant i  1 l ons  étudiés 

PEG : Polyéthy l  ène-g l y c o l  

PBS : Tampon phosphate de sodium, pH 7,2 

. 

D i l u t i o n  du plasma 

Di1 u t i o n  de 1 ' immun sérum en 

Pourcentage moyen de 
recouvrement 

Répétabi l  i t é  (CV en %)  

Reproducti b i  1 i t é  j o u r  après 
j o u r  (CV en %) 

Coe f f i c i en t  de c o r r é l a t i o n  
(apo B - cho les té ro l  ) 

- - : Sérums dont l e s  taux d'Apo B sont  respect ivement aux 
a len tours  de 500, 2000 e t  5000 m g l l i t r e .  

a 

1 
m 

PEG + PBS 

7 6 

4,2 2,5 

7, l  

0,75 (n:::L 87) 

b 

1 1 :: 
m m  

PBS (1175) 

105 

3,O 4,6 

7,5 7,9 

0,92 (nx:k 63) 



a u t e u r s  ce f a c t e u r  est d e  0,77 (36, 2 1 6 ) ,  pour' d ' a u t r e s  il est  d e  0,82 (8 )  

ou  encore  d e  U,90 (93,  215).  

En c o n c l ü s i o n ,  i l  semble a c t u e l l e m e n t  t r è s  d i f f i c i i e  d ' i n d i q u e r  une v a l e u r  

normale t a n t  qu 'une  méthode de  r é f é r e n c e  ne s o i t  p a s  p réc i sément  d é f i n i e .  

3 ' )  Dosage d e  1 'Apo A-1 ( 1  32) - 

a )  M a t é r i e l  e t  méthodes - 
- p r é p a r a t i o n  du s t a n d a r d  d ' é t a l o n n a g e  - 
Une courbe  d ' é t a l o n n a g e  e s t  é t a b l i e  avec une s o l u t i o n  d e  HDL3 a n a l y s é e  

e t  dosée  e n  Apo A-1 d a n s  l e  b u t  d e  q u a n t i f i e r  un sérum-étalon s e c o n d a i r e  s e r v a n t  

p a r  l a  s u i t e  d e  s t a n d a r d  (il s ' a g i t  du même sérum s t a n d a r d  l y o p h i l i s é  que c e l u i  

u t i l i s é  pour l e  dosage d e  1'Apo B ) .  

L ' i so lement  d e s  HDL3 e s t  r é a l i s é  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e  

e t  s é q u e n t i e l l e  (170) d 'un  "pool" d e  sérums provenant  d e  donneurs  s a i n s ,  e t  

cor respond  à l a  f r a c t i o n  d e  d e n s i t é  compr i se  e n t r e  1,120 e t  1,210 g / l .  Sa p u r e t é  

e s t  c o n t r ô l é e  e n  dé te rminan t  l a  compos i t ion  e n  a c i d e s  aminés d e  s a  p a r t i e  

p r o t é i q u e  e t  e n  l a  comparant à cel le  d é c r i t e  dans  l a  l i t t é r a t u r e  (331) .  Les 

a p o p r o t é i n e s  d e s  HDL3 (Apo HDL3) s o n t  o b t e n u e s  p a r  d é l i p i d a t i o n  d e s  LP à 

1 'é ther -é thano l  s e l o n  l a  t echn ique  d e  BROWN e t  c o l 1  . (60) (appendice  t e c h n i q u e  

page 281 ) .  La c o n c e n t r a t i o n  p r o t é i q u e  d e  l a  f r a c t i o n  HDL3 est  dé te rminée  p a r  

un dosage d e  LOWRY ( 2 2 6 ) ,  p u i s  c o n v e r t i e  e n  c e l l e  d'Apo A-1 s u r  l a  base  d e  s a  

compos i t ion  e n  a c i d e s  aminés b a s i q u e s  e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  s u r  c e l l e  en 

h i s t i d i n e  ( 5 ) .  

La s é p a r a t i o n  d e s  a c i d e s  aminés b a s i q u e s  est r é a l i s é e  par  chromatographie  

s u r  un au toana lyseur  Beckman multichrome d a n s  une co lonne  d e  d i a m è t r e  0,9 c m  e t  

d e  hau teur  18 c m ,  r empl ie  d ' u n e  r é s i n e  M.82. ~ ' é l u t i o n  est e f f e c t u é e  p a r  un 

tampon c i t r a t e  d e  sodium 0,35M d e  pH 5,28 e t  l e  d é b i t  est d e  70 ml/heure. 

6 , l  % du nombre d e  moles d ' h i s t i d i n e  c a l c u l é  s u r  l e  chromatogramme pro- 

v i e n n e n t  d e s  Apo C I  D e t  E e n t r a n t  également  d a n s  l a  compos i t ion  p r o t é i q u e  d e s  

HDL3; 1'Apo A - I I  n e  c o n t e n a n t  p a s  d ' h i s t i d i n e  n ' i n t e r v i e n t  pas  d a n s  l e  c a l c u l .  

Ce pourcentage e s t  r e t r a n c h é ,  e t  l e  c h i f f r e  r é s i d u e l  ob tenu  c o r r e s p o n d  au nombre 

d e  moles d ' h i s t i d i n e  d e  1'Apo A-1 p r é s e n t e  d a n s  l ' é c h a n t i l l o n  a n a l y s é ,  d o n t  on 

d é d u i t  f a c i l e m e n t  les c o n c e n t r a t i o n s  m o l a i r e  e t  pondéra le ,  s a c h a n t  qu 'une mole 

d'Apo A-1 c o n t i e n t  5  moles d ' h i s t i d i n e  e t  possède une masse m o l é c u l a i r e  d e  

28.000 d a l t o n s  ( 2 7 ) .  



- Obten t ion  d e  l'immunsérum anti-Apo A-1 - 

* p r é p a r a t i o n  d e  1 ' a n t i g è n e  - 
L ' a n t i g è n e  e s t  d e  1 ' A p o  A-1 p u r i f i é e .  C e t t e  p u r i f i c a t i o n  met en  oeuvre  

un p r o t o c o l e  à p l u s i e u r s  é t a p e s  r e l a t i v e m e n t  longues  e t  n é c e s s i t e  d a n s  un 

p remie r  temps l ' i s o l e m e n t  d e s  HDL d o n t  1'Apo A-1 r e p r é s e n t e  70 % d e s  p r o t é i n e s .  

Les HDL s o n t  o b t e n u e s  pa r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e  e t  s é q u e n t i e l l e  

d ' u n  "pool"  d e  sérums provenant  d e  donneurs  s a i n s  e t  c o r r e s p o n d a n t  à l a  f r a c t i o n  

d e  d e n s i t é  compr i se  e n t r e  1,080 e t  1,180 g/ml. C e t t e  f r a c t i o n  est e n s u i t e  

d i a l y s é e  pendant deux j o u r s  c o n t r e  p l u s i e u r s  volumes d e  sérum phys io log ique  a f i n  

d ' é l i m i n e r  les sels minéraux a j o u t é s  pour a j u s t e r  l e s  d e n s i t é s ,  p u i s  d é l i p i d é e  à 

l ' é t h e r - é t h a n o l  (60)  ( append ice  t e c h n i q u e  page 281). La d é l i p i d a t i o n  s ' e f f e c t u e  

à 4'C avec  d e s  s o l v a n t s  c o n s e r v é s  à -20°C, e t  l a  p r é c i p i t a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  e s t  

a s s u r é e  dans  un premier  temps par  une l y o p h i l i s a t i o n  d e s  LP. 

Le p r é c i p i t é  d ' a p o p r o t é i n e s  a i n s i  r é c u p é r é  ( A p o  HDL) e s t  l a v é  à l ' é t h e r ,  

s é c h é  s o u s  a z o t e  p u i s  r e m i s  en  s o l u t i o n  d a n s  un tampon b i c a r b o n a t e  d'ammonium 

( N H 4  HC03, 5 x  I O - ~ M ) .  I l  e s t  e n f i n  d i a l y s é  u n e  n u i t  c o n t r e  d u  tampon 

tr is-HC1 0,01 M p H  8,2 c o n t e n a n t  d e  l ' u r é e  6  M. 

Après d i a l y s e  e t  c o n c e n t r a t i o n ,  les Apo HDL s o n t  ch romatograph iées  s u r  

co lonne  d e  DEAE c e l l u l o s e  ( c e l l u l o s e  Whatman DE 52 m i c r o g r a n u l a i r e  p r é g o n f l é e )  

s e l o n  une m o d i f i c a t i o n  d e  l a  méthode d e  SHORE e t  SHORE (44,  332) . La chromato- 

g r a p h i e  s ' e f f e c t u e  à 4'C d a n s  une c o l o n n e  d e  0 ,9  x 60 c m .  J u s q u ' à  30 mg de  

p r o t é i n e s  peuvent  ê t r e  déposés .  Le tampon d ' é l u t i o n  est un g r a d i e n t  l i n é a i r e  e t  

c o n t i n u  de  1600 m l  de  tr is-HC1 pH 8 , 2  u r é e  6M d e  m o l a r i t é  0,01 M à 0 , l  M I  e t  l a  

s o l u t i o n  d  ' u r é e  u t i l i s é e  est f r a î c h e m e n t  d é s i o n i s é e  p a r  p a s s a g e  s u r  une r é s i n e  

mix te  d 9 A m b e r l i t e  MB1. Le d é b i t  d ' é l u t i o n  est d e  1 ,5  ml/heure e t  on c o l l e c t e  d e s  

f r a c t i o n s  d e  5  m l .  L ' e n r e g i s t r e m e n t  spec t ropho tomét r ique  est f a i t  à 280 nm. Les 

é l u a t s  d e s  d i f f é r e n t s  p i c s  o b t e n u s  s o n t  r é c u p é r é s ,  d i a l y s é s  à 4'C pendant  72 

h e u r e s  c o n t r e  du sérum p h y s i o l o g i q u e ,  c o n c e n t r é s  p u i s  a n a l y s é s  p a r  é l e c t r o p h o r è -  

s e  s u r  g e l  d e  po lyac ry lamide  en m i l i e u  u r é e  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  de  KANE (200) 

(appendice  t e c h n i q u e  page 282) . 
~ ' é l u a t  d u  p i c  c o r r e s p o n d a n t  à 1'Apo A-1 e s t  s e u l  c o n s e r v é  e t  s a  p u r e t é  

e s t  c o n t r ô l é e  d ' u n e  p a r t  e n  immunoélectrophorèse e n  d o u b l e  d imension c o n t r e  

un immunsérum d e  l a p i n  ant i - immunoglobul ines  humaines e t  d ' a u t r e  p a r t  e n  compa- 

r a n t  s a  compos i t ion  en a c i d e s  aminés  à c e l l e  d é c r i t e  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  ( 2 7 ) .  

Pour l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  compos i t ion  e n  a c i d e s  aminés nous u t i l i s o n s  l e  même  

a p p a r a i l  Beckman e t  l a  même r é s i n e  que d a n s  l e  c a s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  a c i d e s  



aminés b a s i q u e s  d e s  HDL3. La co lonne  e s t  p l u s  longue ( 0 , 9  x 55 c m )  e t  l e  

tampon d l é l u t i o n  e s t  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d e  pH e t  d e  c o n c e n t r a t i o n  e n  c i t r a t e  

d e  s o d i u m .  Le d é b i t  e s t  l e  même : 70 m l / h e u r e  e t  l a  s é p a r a t i o n  s ' e f f e c t u e  

à 55'C. 

La c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d9Apo A-1 e s t  e n f i n  d é t e r m i n é e  p a r  un 

dosage  d e s  p r o t é i n e s  s e l o n  l a  méthode d e  LCWRY (226) (appendice  t e c h n i q u e  

page 241 ) . 

* Obten t ion  d e  l'immunsérum - 
1 , 5  mg dgApo A-1 a i n s i  p u r i f i é e  e s t  é m u l s i f i é  avec  un volume é g a l  d ' a d j u -  

v a n t  complet  d e  Freund p u i s  i n j e c t é  aux l a p i n s  s e l o n  l a  méthode d e  VAITUKAITIS 

précédemment d é c r i t e  (page 1 7 9 )  (370) .  

Au bout  d e  t ro i s  semaines ,  l e s  animaux r e ç o i v e n t  une i n j e c t i o n  d e  r a p p e l ;  

1 5  j o u r s  p l u s  t a r d ,  p u i s  e n s u i t e  t o u s  l e s  mois i l s  s o n t  s a i g n é s .  I l s  s o n t  

e n f i n  s a c r i f i é s  a u  b o u t  d e  4  mois. La p u r e t é  d e  chaque l o t  d'immunsérum est 

testée par  immunoélectrophorèse en  doub le  d imension e t  on u t i l i s e  comme a n t i g è n e  

un sérum humain to ta l .  

Les immunsérums s o n t  c o n s e r v é s  à -20'C e n  p r é s e n c e  d ' a z o t u r e  d e  sodium 

à l a / . .  @/VI 

* Dosage d e  1 ' A p o  A-1 - 
L'immunsérum anti-Apo A-1 est d i l u é  d a n s  l e  même tampon PBS q u e  celui 

u t i l i s é  pour l e  dosage  d e  1 ' A p o  B, avec o u  s a n s  PEG, p u i s  f i l t r é .  Les sérums 

e t  les é t a l o n s  s o n t  d e  même d i l u é s  dans  du sérum p h y s i o l o g i q u e  f i l t r é ,  e t  l e s  

dosages  s o n t  e f f e c t u é s  s e l o n  un t a b l e a u  i d e n t i q u e  à c e l u i  p roposé  (page 189) 

pour 1 ' A p o  B. La c o n c e n t r a t i o n  d e  1'Apo A-1 d a n s  l e  sérum é t a n t  s u p é r i e u r e  à 

c e l l e  d e  1 'Apo  BI  5 0  m i c r o l i t r e s  s e u l e m e n t  d e s  é c h a n t i l l o n s  à d o s e r  s o n t  

p r é l e v é s .  

Les l e c t u r e s  s o n t  f a i t e s  a p r è s  un temps d ' i n c u b a t i o n  d e  45 m i n u t e s  e t  

l e s  v a l e u r s  l u e s  s u r  1 ' é c r a n  d i g i t a l  du néphé lémèt re  s o n t  d i r e c t e m e n t  propor-  

t i o n n e l l e s  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  I 'Apo A-1. 

* A u t r e s  méthodes - 
Les r é s u l t a t s  s o n t  comparés à ceux  o b t e n u s  p a r  é l ec t ro immunodi f fus ion  

a d a p t é e  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  or i g  i n a l e  d e  LAURELL ( 2  14 ) (appendice  t e h n i q u e  page 

2 7 7 ) .  Le c h o l e s t é r o l  est l e s  t r i g l y c é r i d e s  d e s  sérums a n a l y s é s  s o n t  d o s é s  s u r  

a u t o a n a l y s e u r  Technicon ( 294) (appendice  t e c h n i q u e  page 259 ) . 



b) Résultats - 

- Critères de pureté - 
* La composition en acides aminés des Apo HDL3 e s t  tout à f a i t  compara- 

ble à c e l l e  proposée par SHORE e t  c o l l .  (331 ) (tableau 30 , page 205 ) .  Cette 

fraction peut ê t r e  u t i l i sée  pour é tab l i r  l a  gamme d'étalonnage. 

* LfApo A - 1  i s o l é e  ne développe qu'un seu l  p i c  de p r é c i p i t a t i o n  par 

immuno~lectrophorèse en double dimension contre un immmunsérum to ta l .  De plus, 

sa composition en acides aminés e s t  t r è s  proche de c e l l e  décri te  dans l a  l i t t é -  

rature (27,45) (tableau 31, page 206 ) . 

- Séparation chromatographique de 1'Apo A-1 - 
La chromatographie d'échange d ' i o n s  sépare l e s  Apo HDL en p lus i eu r s  

pics 1, I I ,  I I I  e t  IV selon l e  diagramme suivant : 



TABLEAU 3 0  

COMPOSITIONS PROTEIQUES COMPAREES DES APO-HDL3 

(en mol es/ l0%ol es d ' ac i des  aminés) 

i 

As P 
Thr  

Sev 

G l  u 

Pro 

GlY 
A l  a 

CY s 
Val 

Net  

I l e n  

Len 

TY r 
P he 

TrY P 
LY s 
H i  s 

Arg 

Selon Shore 

e t  co l1  . (331) 

77 

5 1 

68 

185 

47 

44 

7 5 

7 

6 O 

15 

8 

134 

3 8 

34 

92 

15 

4 6 

15 

Selon l e  p résen t  

t r a v a i  1 

77 

50 

70 

181 

48 

4 7 

7 1 
- 
64 

22 

8 

133 

3 3 

33 

8 7 

14 

54 
- 



TABLEAU 31 

COMPOSITIONS PROTEIQUES COMPAREES DE L ' A P O  A-1 

(en mol es d'acides aminés/mol e de protéine) 

1 

[ O-\ 

;,l 

ASP 
T hr 

Ser 

Gl u 

Pro 

GlY 
Al a 

CY s 
Val 

Net 

Il en 

Len 

TY r 
Phe 

T ~ Y P  

LY s 
Hi s 

Arg 

Selon Baker 
e t  col 1 . (27 )  

2 1 

1 O 

14 

47 

10 

1 O 

19 

O 

13 

3 

O 

3 9 

7 

6 
- 

2 1 

5 

16 

Selon 1 e présent 

travai 1 

19 

9 

13 

39 

1 O 

10 

18 

O 

1 O 

2 
- 
2 9 

7 

5 
- 

18 

5 

14 

h 



 électrophorèse s u r  g e l  de  po lyac ry lamide  e n  m i l i e u  u r é e  ( 200)  (appendice  

t e c h n i q u e  page 282 ) i d e n t i f i e  l e s  p i c s  1, II,  III e t  I V ,  c e u x - c i  c o r r e s p o n d a n t  

r e spec t ivement  aux Apo Cf A - I I  e t 2  formes d'A-1. 

- C o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  du dosage - 

* l i n é a r i t é  - 
La f i g u r e  34 , page 208 montre que  les p o u r c e n t a g e s  d e  d i s p e r s i o n  r e l a t i -  

v e  d e  l a  l u m i è r e  s o n t  r e l i é s  d e  f a ç o n  l i n é a i r e  à d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  d e  l a  

f r a c t i o n  HDL3 c o r r e s p o n d a n t  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d'Apo A-1 a l l a n t  d e  1 à 5 

mg/ 1. 

* D i l u t i o n  o p t i m a l e  d e  l'immunsérum - 
La zone d e  l i n é a r i t é  précédemment d é f i n i e  est ob tenue  avec une d i l u t i o n  

d'immunsérum v a r i a b l e  s e l o n  l e s  lo ts ,  mais  é t a n t  l e  p l u s  souven t  1/75. 

* Temps d ' i n c u b a t i o n  - 
La d u r é e  d e  l ' i n c u b a t i o n  e s t  d é t e r m i n é e  comme d a n s  l e  cas  d u  d o s a g e  

d e  1 ' A p  B, e t  d e  même un temps o p t i m a l  d e  45 minu tes  e s t  r e t e n u .  

* Présence d e  PEG - 
L ' i n f l u e n c e  du PEG d a n s  l e  m i l i e u  l o r s  d e s  dosages  d'Apo A-1 est également  

c o n t r ô l é e  s e l o n  l e  même p r o t o c o l e  que pour 1'Apo BI e n  a n a l y s a n t  7 sérums. 

Les moyennes o b t e n u e s  avec e t  s a n s  PEG s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s  (1 ,54 f 0,14 

e t  1 , 9 0  f 0 , 1 0  g / l )  (moyenne f éca r t  t y p e ) .  L e s  c o n c e n t r a t i o n s  t r o u v é e s  

e n  1 'absence d e  PEG s o n t  ne t t ement  p l u s  é l e v é e s  (+ 19 % e n  moyenne), mais  comme 

pour 1 ' A p  B e l l e s  s o n t  t r è s  p roches  d e  c e l l e s  que l ' o n  o b t i e n t  p a r  l a  méthode 

d e  r é f é r e n c e  (1 ,91 g / l  e n  moyenne). 

* s e n s i b i l i t é  e t  p r é c i s i o n  - 
La c o n c e n t r a t i o n  minimale d'Apo A-1 que  l ' o n  p e u t  d o s e r  p a r  c e t t e  t e c h n i -  

que  dépasse  l a rgement  l a  s e n s i b i l i t é  e x i g é e  pour un t e l  dosage d a n s  l e  sérum, e t  

d e s  d i l u t i o n s  au 1/250, 1/300 e t  1/350 d e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  p r a t i q u é e s  en 

r o u t i n e .  

La r é p é t a b i l i t é  est é t u d i é e  e n  f a i s a n t  30 mesures s u c c e s s i v e s  d 'un  sérum 

respec t ivement  f a i b l e  e t  f o r t  en  Apo A-1 (0 ,39 g / l  e t  1,81 g / l )  ; l e s  c o e f f i -  

c i e n t s  d e  v a r i a t i o n  (CV) se s i t u e n t  r e s p e c t i v e m e n t  à 4,O % e t  2 ,8  %. La repro- 

d u c t i b i l i t é  jour  a p r è s  jour  est c a l c u l é e  e n  e f f e c t u a n t  8 mesures  r é p a r t i e s  
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s u r  3  semaines .  Nous t rouvons  une c o r r é l a t i o n  n é g a t i v e  é g a l e  à r  - -0,924, 

mais  compte t e n u  du t r è s  p e t i t  nombre d e  v a l e u r s  ( n = 8 ) ,  nous ne  pouvons c o n c l u r e  

- ..& un plun s t a t i s t i q u e  e t  a f f i r m e r  une i . n f I ~ e n c e  du temps. 

- Comparaison avec  l'électroimmunodiffusion - 
L'é tude  compara t ive  e s t  f a i t e  s u r  49 sérums normaux e t  h y p e r l i p i d é m i q u e s ,  

ne  c o n t e n a n t  p a s  d e  chy lomicrons  e t  n ' é t a n t  e n  o u t r e  que modérément h y p e r t r i g l y -  

cé r idémiques .  Leur s é l e c t i o n  e s t  f a i t e  d e  f a ~ o n  à o b t e n i r  un é c h a n t i l l o n  de  

p o p u l a t i o n  r é g u l i è r e m e n t  d i s p e r s é  e n t r e  d e s  v a l e u r s  f a i b l e s  e t  f o r t e s  e n  A p o  A-1 

(0 ,52  e t  2,32 g / l )  . 
Le t a b l e a u  32 ,  p a g e  211 , m o n t r e  q u e ,  e n  moyenne,  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  

e n  A p o  A-1 f o u r n i e s  p a r  l e s  deux méthodes n e  d i f f è r e n t  p a s  s i g n i f i c a t i v e m e n t ,  e t  

q u ' u n e  e x c e l l e n t e  c o r r é l a t i o n  e x i s t e  e n t r e - e l l e s  ( r  =0,965).  L ' i n t e n s i t é  d e  l a  

l i a i s o n  est f o r t e ,  l a  v a l e u r  du c o e f f i c i e n t  d e  d é t e r m i n a t i o n  ( r 2 )  se s i t u a n t  à 

93 % e t  il n ' e x i s t e  p a s  d e  b i a i s  a d d i t i f  ( f i g u r e  35, page210) .  

C )  D i scuss ion  - 
- L'Apo A-1 est é l u é e  p a r  ch romatograph ie  d ' échange  d ' i o n s  d'Apo HDL e n  

deux p i c s  ( p i c s  III e t  I V  schéma page 204 ) , e t  l e  diagramme d e  s é p a r a t i o n  que  

nous  ob tenons  est comparable  à c e l u i  d e  BLATON e t  co l l .  ( 4 4 ) .  C e t t e  h é t é r o g é -  

n é i t é  d e  1'Apo A-1 e s t  d é c r i t e  d e p u i s  1972 pa r  EDELSTEIN e t  col l .  (107) q u i  

r a p p o r t e n t  l a  s é p a r a t i o n  chromatographique s u r  DEAE c e l l u l o s e  d e  1'Apo A-1 e n  5  

s o u s - f r a c t i o n s .  P l u s  récemment HOUSER e t  co l l .  (183) o b t e n a n t  pa r  l a  même 

t e c h n i q u e  d e u x  f o r m e s  p o l y m o r p h i q u e s  d 'Apo  A - 1  (Apo A-11 e t  Apo A-12) , 
démontrent  que  ce t te  h é t é r o g é n é i t é  n ' e s t  p a s  due à l ' a g r é g a t i o n  d e  l ' a p o p r o t é i n e  

i n t e r v e n a n t  l o r s  d e  s a  p u r i f i c a t i o n .  

- La gamme d  ' é t a l o n n a g e  d e  l a  t e c h n i q u e  que nous d é c r i v o n s  est r é a l i s é e  

avec  une f r a c t i o n  d e  HDL3 d o n t  on c a l c u l e  théor iquement  l a  c o n c e n t r a t i o n  en 

A p o  A-1. 

En e f f e t ,  nous  avons  s o u l e v é  aupar  a v a n t  (page 128 ) 1 ' i m p o r t a n t  problème 

que  r e p r é s e n t e  l e  comportement d e s  a p o p r o t é i n e s  à l ' é t a t  p u r i f i é ,  celles-ci 

é t a n t  e n  f a i t  d e  t r ès  mauvais s t a n d a r d s .  L'Apo A-1 i s o l é e  a  e n  e f f e t  une f o r t e  

t endance  à se p o l y m é r i s e r ,  e t  l ' é l e c t r o p h o r è s e  d e  l ' a p o p r o t é i n e  s u r  g e l  d e  

po lyac ry lamide  e n  m i l i e u  u r é e  (200) ( append ice  t e c h n i q u e  page 2 8 2 )  met b i e n  e n  

év idence  t o u t e  une série d e  bandes d e  h a u t e s  masses m o l é c u l a i r e s .  
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TABLEAU 32  

COMPARAISON STATISTIQUE DES RESULTATS OBTENUS POUR LE DOSAGE DE L'APO A-1 

PAR LES METHODES LASER-IMMUNONEPHELEMETRIQUE ET D'ELECTROIMMUNODIFFUSION 

a. : Ordonnée à 1 'origine de la droite de régression (Y, X) 

a 1 : Pente de 1 a droite de régressi on (Y, X) 

s~ x : Ecart-type de la droite de régression (Y, X )  

r : Coefficient de corrélation 

n : Nombre de cas étudiés 

i 

Moyenne + - Ecart-type 
(9/1) 

a O 

a 1 

S ~ x  

r 

n 

ELECTROIMMUNODIFFUSION 

(X> 

1,42 + 0,45 

LASER- IMMUNONEPHELEMETRIE 

(Y) 

1,41 + 0,44 - 

O ,071 

0,94 

0,20 

O, 965 
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- L ' i m m u n o n é p h é l é m é t r i e  l a s e r  a p p l i q u é e  a u  d o s a g e  d e  1 'Apo  A - 1  c h e z  

l'homme o f f r e  une méthode r a p i d e ,  s i m p l e ,  s e n s i b l e  e t  t r è s  s p é c i f i q u e .  En o u t r e ,  

c o n t r a i r e m e n t  à beaucoup d ' a u t r e s  t e c h n i q u e s ,  c e l l e  que nous  u t i l i s o n s  permet d e  

t r a v a i l l e r  avec l e  sérum n a t i f .  

- La q u e s t i o n  d e  s a v o i r  s ' i l  f a u t  t r a i t e r  o u  non les  é c h a n t i l l o n s  don t  o n  

v e u t  d o s e r  l e s  a p o p r o t é i n e s  est  constamment r emise  e n  c a u s e  ; il s ' a g i t  l à  d ' u n  

problème d i f f i c i l e  à r é s o u d r e  e t  d e  nombreux t r a v a u x  o n t  é té  e f f e c t u é s  a f i n  

d ' é t u d i e r  l a  d i s p o n i b i l i t é  d e s  s i t e s  a n t i g é n i q u e s  d e s  LP r e p r é s e n t é s  p a r  l e u r s  

a p o p r o t é i n e s .  C ' e s t  au n iveau  d e s  HDL, e t  donc e s s e n t i e l l e m e n t  pour l e  dosage 

d e s  Apo A-1 e t  A p o  A - I I  que  ce problème s e  pose  l e  p l u s  souven t  (page 129 ) . 
Dans n o t r e  é t u d e  nous met tons  e n  év idence  une p a r f a i t e  s i m i l i t u d e  d e s  

r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  néphé lémét r i e  e t  é l ec t ro immunodi f fus ion  s u r  d e s  sérums non 

t r a i t é s .  C e c i  e s t  e n  a c c o r d  a v e c  l e s  t r a v a u x  d e  CURRY e t  c o l l .  ( 9 2 )  q u i ,  

d é c r i v a n t  une t e c h n i q u e  d e  r é f é r e n c e  d e  dosage d e  1'Apo A-1 p a r  électroimmuno- 

d i f f u s i o n ,  ne mont ren t  aucune d i f f é r e n c e  d e s  t a u x ,  que les é c h a n t i l l o n s  s o i e n t  

d é l i p i d é s  ou non. 

Nous a v o n s  c e p e n d a n t  c o n t r ô l é  s u r  d e u x  s é r u m s  l ' e f f e t  d e  c e r t a i n s  

t r a i t e m e n t s  p r é c o n i s é s  dans  l a  l i t t é r a t u r e  a f i n  d e  d o s e r  l a  t o t a l i t é  d e  1'Apo 

A-1, e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  c e l u i  du c h a u f f a g e  à 52'C pendant  30 minutes  

( 1  21 ) , l ' a d d i t i o n  d e  d é c y l - s u l f a t e  d e  sodium ( 1  21) o u  d e  t é t r a m é t h y l - u r é e  (86)  

ou e n c o r e  l e  c h a u f f a g e  à 37'C e n  m i l i e u  tampon barbi ta l -sérumalbumine à 3  % 

(p/v) remplaçant  l a  d é l i p i d a t i o n  ( 3  13) . Nous n  'avons ob tenu  aucun changement d e s  

t a u x  p a r  r a p p o r t  à ceux  d e s  sérums n a t i f s  non t r a i t é s .  

- ~ r è s  r é c e m m e n t ,  a l o r s  q u e  n o u s  e f f e c t u i o n s  ce  t r a v a i l ,  SHAPIRO e t  

BALLANTYNE (323) d é v e l o p p a i e n t  d e  même dans  l e  sérum n a t i f  l e  dosage  d e  1 ' A p o  

A-1 pa r  n é p h é l é m é t r i e  l a s e r .  L a  méthodologie  q u ' i l s  p roposen t  est comparée à 

l a  n ô t r e  dans  l e  t a b l e a u  33, page 213. 

Les a u t e u r s  é t a b l i s s e n t  également  une comparaison d e s  t a u x  o b t e n u s  pa r  

néphé lémét r i e  e t  é lec t ro immunodi f fus ion ,  mais  s ' i ls  t r o u v e n t  une bonne c o r r é l a -  

t i o n  e n t r e  l e s  d e u x  méthodes, l e s  v a l e u r s  c a l c u l é e s  d ' a p r è s  l a  p r e m i è r e  t e c h n i -  

que s o n t  i n f é r i e u r e s  (de  8  % )  à c e l l e s  c a l c u l é e s  d ' a p r è s  l a  seconde.  

E n f i n ,  i ls s ' a s s u r e n t  d ' u n e  complè te  r é a c t i v i t é  du sérum n a t i f  e n  é t u d i a n t  

l ' i n f l u e n c e  du c h a u f f a g e  à 52'C e t  l e  p r é - t r a i t e m e n t  p a r  l ' i s o p r o p a n o l  ou l e  

Nonidet  P40, d é t e r g e n t  ana logue  au  t r i t o n .  A l o r s  q u ' i l s  n ' o b t i e n n e n t  aucune 

d i f f é r e n c e  d e s  t a u x  dans  l e s  é c h a n t i l l o n s  n a t i f s  e t  c h a u f f é s ,  i ls n o t e n t  cepen- 

d a n t  une t r è s  n e t t e  d i m i n u t i o n  e n  p r é s e n c e  d e  l ' a l c o o l  ou du d é t e r g e n t  e t  

s u g g è r e n t  une i n t e r f é r e n c e  d e  ces r é a c t i f s  s u r  l a  fo rmat ion  du complexe a n t i g è n e -  

a n t i c o r p s .  



TABLEAU 33 

COMPARAISON ENTRE DEUX METHODES DE DOSAGE 

DE L ' APO A- 1 PLASMATIQUE PAR IMMUNONEPHELEMETRIE LASER 

PBS : Tampon phosphate de sodium, pH 7,2 

PEG : Polyéthy lène g l yco l  

Selon l e  présent  

t r a v a i  1 

1 1 1 
m = m y m  

P BS 

45 minutes 

4,O * (n = 30) 

2,8 (n  = 30) 

0,965 (n  = 49) 

Y = 0,94 X + 0,071 

D i l u t i o n  du plasma 

D i l u t i o n  de l'immunsérum en 

Durée de 1 ' i ncuba t i on  

Répétabi 1 i t é  (CV) 

Comparaison s t a t i s t i q u e  
RIE / nephélémétrie 
(X) (Y) 

- C o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  

- D r o i t e  de régression 

:: n : nombre d 'échan t i l l ons  é tud iés  

Selon Shapi r o  

e t  ~ 0 1 1 .  (323) 

1 
m 

PBS + PEG 

2 - 3 heures 

6,7 l (n::= 14) 

0,74 (n  = 122) 

Y = 0,58 X + 0,50 

: Plasmas dont l e s  taux dlApo A-1  sont  respectivement non 
préc isé,  0,39 e t  1,81 g/1. 

" + 



- En conclusion, il faut  remarquer que l e s  concentrations d'Apo A-1 que 

nous obtenons par ce t te  technique sont légèrement supérieures à ce l les  de l a  

l i t t é ra ture .  A ce t  égard, nous avons déjà rapporté l e s  divergences des taux 

normaux chez 1 'homme (tableau 1 4, page 134 ) , divergences dues essentiellement 

semble-t-il à l ' u t i l i s a t i o n  par l e s  auteurs, non seulement de méthodes aux 

principes t r è s  différents ,  mais à c e l l e  d'immunsérums d ' a f f i n i t é  variable selon 

les  laboratoires. De  nombreux facteurs peuvent ê t r e  responsables de ce t te  

différence d ' a f f in i t é ,  e t  il semblerait que l e  protocole de préparation de 

l 'antigène pur a ins i  que ce lu i  de l'immunisation soient plus particulièrement en 

cause (page 129) . 

4- APPLICATIONS - --------------- 

1 ' )  Introduction - 

Hypercholestérolémie e t  hypertriglycér idémie ont é t é  pendant longtemps 

t r è s  souvent associées à un risque important de maladie coronarienne (77 ,  2 0 2 ) .  

Cependant, depuis que l 'on connait l e  métabolisme e t  l e  rôle dans l e  transport 

du cholestérol des LP de basse e t  haute densités (155, 2 4 2 ) ,  l eurs  apoprotéines 

majeures, Apo B e t  A-1 respectivement, sont de plus en plus considérées comme 

étant l e s  meilleurs indices d'athérogénécité ( 2 2 ,  4 ) ,  e t  pour cer ta ins  auteurs, 

plutôt que s'adresser au dosage des l ip ides  (cholestérol e t  t r iglycérides) ,  il 

e s t  préférable de quantifier l e s  apoprotéines spécifiques, 1 'Apo B appréciant 

l'ensemble (VLDL + LDL),  e t  1'Apo A-1 appréciant l e s  HDL, e t  de déterminer a ins i  

un rapport LPB/LPA. Compte tenu du caractère disparatre des études effectuées à 

ce jour dans c e  domaine, nous nous sommes intéressés au dosage des Apo B e t  A-1 

dans des échantillons de 477 su je ts  provenant d'une population présumée saine, 

en étudiant simultanément l e s  t r iglycérides ,  l e  cholestérol (VLDL +LDL) e t  l e  

cholestérol -HDL (95). Ce t r ava i l  a é t é  effectué af in de préciser l ' influence du 

sexe et/ou de l 'âge sur l a  répart i t ion des valeurs en appréciant par a i l l eu r s  

l a  valeur prédictrice des rapports Apo B/ Apo A-1 e t  cholestérol-(VLDL+LDL)/C~O- 

lestérol-HDL. Nous avdhs également examiné 1 ' influence de 1' index pondéral, de 

l 'a lcool ,  du tabac e t  des contraceptifs sur l e s  différentes données. 



2 ' )  M a t é r i e l  e t  méthodes - 

a )  M a t é r i e l  - 
L ' é t u d e  a  été menée chez  206 hommes e t  271 femmes e n  apparence s a i n s ,  se 

p r é s e n t a n t  à jeun au Cent re  d'Examen de  Santé  ( P r o f e s s e u r  DUBOIS, h ô p i t a l  

Calmet te ,  L i l l e )  . L'examen a  pe rmis  de  r e c u e i l l i r  d i v e r s  renseignements  : âge,  

t a i l l e '  p o i d s ,  consommation t a b a g i q u e  e t / o u  a l c o o l i q u e ,  p r i s e  d e  c o n t r a c e p t i f s  

chez  l a  femme. Le sang a  é té  p r é l e v é  d a n s  d e s  t u b e s  Vacu ta iner  c o n t e n a n t  d e  

1'EDTA (lmg/ml) . Les plasmas o n t  é té c o n s e r v é s  à +4'C e n  p r é s e n c e  d ' a z o t u r e  d e  

sodium à 0,05 % (p/v) .  

b )  Méthodes - 
- Méthodes a n a l y t i q u e s  - 
Le dosage d e s  t r i g l y c é r i d e s  e t  du c h o l e s t é r o l  t o t a l  a  été e f f e c t u é  pa r  

v o i e  e n z y m a t i q u e  à 1 ' a u t o a n a l y s e u r  T e c h n i c o n  ( 2 9 4 )  ( a p p e n d i c e  t e c h n i q u e  

page 259 ) .  Le cho les té ro l -HDL a  é té  mesuré par l a  t echn ique  d e  p r é c i p i t a t i o n  

u t i l i s a n t  l ' h é p a r i n e  +ln2+ (378) e t  l e  cholestérol-(VLDL +LDL) a  é té  ob tenu  

par  d i f f é r e n c e .  Les dosages  dVApo B e t  A-1 o n t  e n f i n  été r é a l i s é s  pa r  l e s  

t e c h n i q u e s  immunonéphélémétriques (133, 132) .  

- Méthodes s t a t i s t i q u e s  - 
Les r é s u l t a t s  s o n t  exprimés en t a u x  moyens (moyenne f é c a r t  t y p e ) ,  e t  

l ' é t u d e  s t a t i s t i q u e  comporte : 

* l a  r e c h e r c h e  expér imenta le  d e s  l o i s  d e  d i s t r i b u t i o n  ( d r o i t e s  d e  HENRY e t  

c o e f f i c i e n t s  d e  PEARSON), 

* d e s  tests d e  comparaison c l a s s i q u e s  d e  deux moyennes (tests u t i l i s a n t  l a  l o i  

normale ou  l a  l o i  d e  STUDENT) o u  d e  p l u s i e u r s  moyennes ( a n a l y s e  d e  l a  v a r i a n c e ) ,  

* d e s  é t u d e s  de  l i a i s o n  e n t r e  pa ramèt res  b i o l o g i q u e s  ( c o r r é l a t i o n ,  l i a i s o n ,  

e t  r é g r e s s i o n ) .  

3 ' )  R é s u l t a t s  - 

a )  V a r i a t i o n s  du c h o l e s t é r o l  VLDL+LDL e t  d e  l ' a p o p r o t é i n e  B e n  f o n c t i o n  

du s e x e  e t  d e  l ' â g e  ( f i g u r e s  36 e t  37, pages  2 1 6 e t  2 1 7 ) .  

L'é tude  d e  l a  d i s t r i b u t i o n  du c h o l e s t é r o l  VLDL+LDL ne m e t  p a s  e n  év idence  

d e  d i f f é r e n c e  i m ~ o r t a n t e  en f o n c t i o n  du s e x e ,  l a  v a l e u r  moyenne é t a n t  d e  1,38 

f 0,33 g / l  c h e z  l'homme e t  d e  1 ,31 f 0,35 g / l  chez l a  femme ( p <0,05) .  
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VARIATIONS DU CHOLESTEROL(VLDL + LDL) ET DE L'APO B 

EN FONCTION DU SEXE ET DE L'AGE 



Par c o n t r e ,  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  1'Apo B o b j e c t i v e  un d é c a l a g e  p l u s  impor- 

t a n t  d e s  deux p o p u l a t i o n s  e n  faveur  d e s  hommes v e r s  l e s  v a l e u r s  p l u s  é l e v é e s ,  l a  

moyenne é t a n t  d e  1 , 2 9  f 0 , 3 1  g / l  c h e z  l 'homme e t  d e  1 , 2 0  f 0 , 3 4  g / l  c h e z  

l a  femme (p  < 0 , O l ) .  En f o n c t i o n  d e  l ' â g e  d ' a u t r e  p a r t ,  o n  c o n s t a t e  que les 

t a u x  du c h o l e s t é r o l  VLDL + LDL ou d'Apo B o n t  t endance  à augmenter p r o g r e s s i v e -  

ment,  l e s  femmes g a r d a n t  d e s  v a l e u r s  i n f é r i e u r e s  t o u t  au moins j u s q u ' à  l a  

ménopause où e l l e s  r e j o i g n e n t  l e s  hommes. 

Les c o r r é l a t i o n s  e n t r e  l e  c h o l e s t é r o l  VLDL + LDL e t  1'Apo B s o n t  s i g n i f i -  

c a t i v e m e n t  p o s i t i v e s  d a n s  l e s  deux s e x e s  avec c h e z  l'homme un c o e f f i c i e n t  r d e  

+ 0,74 e t  chez  l a  femme d e  + 0,84. E n f i n ,  l e s  d r o i t e s  d e  r é g r e s s i o n  a p p a r a i s s e n t  

s i m i l a i r e s  dans  les deux s e x e s  e t  peuvent  ê t r e  confondues ,  l a  d r o i t e  d ' e s t i m a -  

t i o n  commune a y a n t  l ' é q u a t i o n  s u i v a n t e  : 

- c h o l e s t é r o l  VLDL + LDL = 0,65 Apo B + 0 ,28  

a )  V a r i a t i o n s  d u  cholestérol-HDL e t  d e  l ' a p o p r o t é i n e  Al e n  f o n c t i o n  

du s e x e  e t  d e  l ' â g e  - ( f i g u r e s  38, 39 e t  40, pages  213,220,221). 

 étude d e  l a  d i s t r i b u t i o n  d u  c h o l e s t é r o l  HDL m o n t r e  u n e  d i f f é r e n c e  

impor tan te  s e l o n  l e  s e x e ,  l a  p o p u l a t i o n  d e s  femmes p r é s e n t a n t  un d é c a l a g e  v e r s  

les  v a l e u r s  p l u s  é l e v é e s .  La v a l e u r  moyenne d u  choles térol -HDL e s t  e n  e f f e t  d e  

0 ,58 f 0,14 g / l  chez  l'homme e t  d e  0,70 f 0 , 1 5  g / l  chez  l a  femme (p<0 ,001) .  

A l ' i n v e r s e ,  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  1'Apo A-1 o b j e c t i v e  une d i f f é r e n c e  moindre en 

v a l e u r  abso lue  e n t r e  les  deux s e x e s  , l e  t a u x  p lasmat ique  moyen é t a n t  d e  1,64 

f 0,28 g / l  c h e z  l'homme e t  d e  1,80 f 0,30 g / l  c h e z  l a  femme ( p  < 0,001) .  

D ' a u t r e  p a r t ,  e n  f o n c t i o n  de  l ' â g e ,  a b s t r a c t i o n  f a i t e  du d é c a l a g e  e n t r e  l e s  

deux s e x e s ,  il n ' y  a  p a s  d e  v a r i a t i o n  f r a n c h e ,  b i e n  q u ' i l  y  a i t  une d i s c r è t e  

t endance  à l ' a u g m e n t a t i o n  d e  1'Apo A-1 jusqu ' à  l a  s o i x a n t a i n e  t a n t  c h e z  l'homme 

q u e  c h e z  l a  femme. 

Les c o r r é l a t i o n s  e n t r e  l e  c h o l e s t é r o l - H D L  e t  1'Apo A-1 s o n t  également 

s i g n i f i c a t i v e m e n t  p o s i t i v e s  avec un c o e f f i c i e n t  r i d e n t i q u e  d e  + 0 ,68  d a n s  l e s  

deux s e x e s ,  m a i s  l ' i n t e n s i t é  d e  l a  l i a i s o n  ( r 2  = 47 %) n ' e s t  p a s  t rès  é levée .  

Par  c o n t r e ,  les d r o i t e s  d e  r é g r e s s i o n  s o n t  s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t e s  en  

f o n c t i o n  du s e x e  : l e s  é q u a t i o n s  d e  ces d r o i t e s  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

- chez l'homme, c h o l e s t é r o l - H D L  = 0,40 Apo A-1 + 0,027 

- chez l a  femme, c h o l e s t é r o l - H D L  = 0,30 Apo A-1 + 0 , l l .  

 étude s t a t i s t i q u e  d e s  c o e f f i c i e n t s  d e  r é g r e s s i o n  montre que  l es  p e n t e s  

d e s  deux d r o i t e s  ne s o n t  p a s  s i g n i f  i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t e s  e t  que l ' o r d o n n é e  



Fréquence 

% 4 

- Hommes 
---- Femmes 

- Hommes 
----- Femmes 

( g / l )  
F igure  38 

DISTRIBUTION DU CHOLESTEROL HDL ET DE L'APO A I  EN FONCTION DU SEXE 





- 2 2 1  - 
I Hommes 

- - Femmes 

T Ecar t - t ype  

l 1 

O 19 2 9 39 49 5 9 69 Tranches 
:: p < 0,Ol ( ) Nombre de s u j e t s  d ' âge 

095 - 

F igure  40 /-r;-b % 

,t *, 
r 

VARIATIONS DU CHOLESTEROL HDL ET DE L'APO A-1 

.. ,. ., ,. ., ., ., ., 1. 
,. ,. 

i 13)f I 9 

9 

( 3 7 1  (Wf (5811 ( 2 6 1 1  (5  

l I 1 

EN FONCTION DU SEXE ET DE L'AGE 

O 19 49 5 9 
> 

29:: p < O, 8 O 1  69 Tranches 
Apo A-1 d ' âge 

911 F\ 

., ,. .. 

L C -  

135 - 

130 - + Hommes 

- s- Femmes 

T Ecar t - t ype  



à l ' o r i g i n e  c h e z  l a  femme mais  non c h e z  l'homme e s t  s t a t i s t i q u e m e n t  d i f f é r e n t e  

du z é r o .  Ces deux d r o i t e s  s o n t  p a r a l l è l e s  e t  l e  c a l c u l  s t a t i s t i q u e  montre 

q u ' i l  y a  e n t r e - e l l e s  un d é c a l a g e  d ' e n v i r o n  + 9 %. Chez l'homme, l a  d r o i t e  

p a s s e  par  l ' o r i g i n e  e t  il y  a  donc p r o p o r t i o n n a l i t é  d e s  réponses  ; c h e z  l a  

femme, 1 'ordonnée à l ' o r i g i n e  est s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f  é r e n t e  d e  z é r o  (p<0,001) , 
c e  q u i  c a r a c t é r i s e  1 ' e x i s t e n c e  d  'un b i a i s  a d d i t i f .  

c )  E tude  d e s  r a p p o r t s  c h o l e s t é r o l  VLDL + LDL / c h o l e s t é r o l  HDL 

e t  Apo B / Apo A-1 - 

L'étude d e  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  c e s  r a p p o r t s  montrent  que l a  femme a  d e s  

r a p p o r t s  p l u s  f a i b l e s  que l'homme ( f i g u r e s  41 e t  42, pages224 e t 2 2 5  ) e t  que  l e  

d é c a l a g e  e s t  p l u s  marqué d a n s  les deux s e x e s  au n iveau  d e  c e l u i  d e s  l i p i d e s .  

D 'au t re  p a r t ,  d ' a p r è s  l e  t a b l e a u  34, page 223 , e t  l a  f i g u r e  43, page226 , 
on n o t e  que c e s  deux r a p p o r t s  ne  s e  modi f i en t  p a s  s i g n i f i c a t i v e m e n t  c h e z  l'homme 

e n  f o n c t i o n  d e  l ' â g e ,  a l o r s  q u  i l s  a u g m e n t e n t  p r o g r e s s i v e m e n t  a v e c  l ' â g e  

chez  l a  femme d e  manière s i g n i f i c a t i v e  (p  < 0,001) pour a b o u t i r  a p r è s  l a  méno- 

pause  à d e s  v a l e u r s  v o i s i n e s  d e  c e l l e s  que 1 'on o b s e r v e  chez  1 'homme. 

Enf in ,  g lobalement ,  l e  r a p p o r t  c h o l e s t é r o l  VLDL + LDL / c h o l e s t é r o l  HDL 

a p p a r a î t  p l u s  d i s c r i m i n a n t  e n  moyenne q u e  l e  r a p p o r t  Apo B / Apo A - 1 ,  l a  

d i f f é r e n c e  e n t e  l es  deux s e x e s  é t a n t  p l u s  s i g n i f i c a t i v e  p a r  ce r a p p o r t  ( t  = 6,52 

e t  4,64) . 
d )  V a r i a t i o n s  d e s  t r i g l y c é r i d e s  en  f o n c t i o n  du s e x e  e t  d e  l ' â g e .  

C o r r é l a t i o n s  avec l e  c h o l e s t é r o l - H D L  e t  1'Apo A-1. 

La f i g u r e  44 r page 227 r o b j e c t i v e  l e s  t a u x  d e  t r i g l y c é r i d e s  e n  f o n c t i o n  

du s e x e  e t  d e  l ' â g e .  La d i s t r i b u t i o n  a  dans  les deux s e x e s  une a l l u r e  dissymé- 

t r i q u e  avec un phénomène d e  t r a î n é e  v e r s  les  v a l e u r s  é l e v é e s .  Par l a  méthode 

d e  l a  d r o i t e  d e  HENRY, il est a i s é  d e  démontrer q u ' i l  s ' a g i t  de  d i s t r i b u t i o n s  

Log-Normal.D1autre p a r t ,  il n ' y  a  pas  d e  d i f f  é r e n c e  t r è  s i g n i f i c a t i v e  (p<O, 005) 

d e s  v a l e u r s  moyennes d e  t r i g l y c é r i d e s  e n t r e  l e s  deux sexes  (1 ,17 f 0,40 g / l  

chez  l'homme e t  1,08 f 0,44 g / l  chez  l a  femme) , e t  nous avons o b s e r v é  une 

a u g m e n t a t i o n  p r o g r e s s i v e  d e  l a  t r i g l y c é r i d é m i e  a v e c  l ' â g e  ( f i g u r e  4 4 ,  

page 227) .  

Les t r i g l y c é r i d e s  a p p r é c i e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  p lasmat ique  

en  VLDL ; 1'Apo A-1 e t  l e  choles térol -HDL a p p r é c i e n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  HDL. 

D e  ce f a i t ,  l ' é v e n t u a l i t é  d ' u n e  r e l a t i o n  VLDL-HDL p e u t  donc ê t r e  testée à l ' a i d e  



TABLEAU 34 

RAPPORTS CHOLESTEROL(VLDL + LDL)/CHOLESTEROL-HDL ET APO B/APO A-.I EN FONCTION DU SEXE ET DE L'AGE 

(Val eurs moyennes + Ecar t - type)  - 

TRANCHES D ' AGE 

6 19 

20 - 29 

30 - 39 

40 - 49 

50 - 59 

60 - 69 

TOTAL 

Comparai son des 
s i x  moyennes : NS NS p < 0,001 p < 0,001 

n : Nombre de cas é tud iés  
.*- I 

,, k. 
\ 10 

{ S -  -, J N 

-# 
W 

I 

* 

S X 

H O M M E S  

n 

13 

3 7 

6 7 

58 

26 

5 

206 

F E M M E S  

n 

16 

53 

64 

72 

5 7 

9 

271 

choi .  (VLDL + LDL) 
C ho1 . -HDL 

2,47 + - 0,88 

2,64 + 0,94 

2,39 + - 0,94 

2,52 + - 0,69 

2,57 + - 1,OO 

2,54 + 0,78 

2,50 + 0,87 - 

A ~ O  B 
Ïq76Ï-m 

0,73 + 0,20 

0,82 + 0,23 

0,78 + - 0,27 

0,85 + 0,20 

0,82 + - 0,24 

0,77 + - 0,24 

0,80 + 0,24 

ch01 . (VLDL + LDL) 
Cho1 . -HDL 

1,64 + 0,42 

1,95 + 0,35 

1,86 + 0,88 - 

1,97 + 0,72 - 

2,26 + 0,79 - 

2,43 + - 0,77 

2,OO + 0,80 - 

A ~ O  B 
A p o  A - 1  

0,53 + 0,lO - 

0,68 + 0,29 

0,66 + 0,24 

0,69 + 0,20 

0,80 + - 0,20 

0,83 + 0,16 - 

0,70 + 0,24 - 
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DISTRIBUTION DES RAPPORTS APO B/APO A-1 ET 

CHOL. (VLDL+LDL)/CHOL. -HDL EN FONCTION DU SEXE 
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REPARTITION DES RAPPORTS CHOL.(VLDL + LDL)/CHOL.-HDL ET 

APO B/APO A-1 EN FONCTION DE L'AGE ET DU SEXE 
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du c o e f f i c i e n t  d e  c o r r é l a t i o n  é t a b l i  soit e n t r e  Apo A-1 e t  L o g - t r i g l y c é r i d e s ,  

s o i t  e n t r e  c h o l e s t é r o l  HDL e t  ~ o g - t r i g l y c é r i d e s .  C e t t e  é t u d e  a é té  r é a l i s é e  

à p a r t i r  d ' é c h a n t i l l o n s  provenant  d e  454 s u j e t s ,  s e x e s  confondus,  e t  t o u s  l es  

taux  d e  t r i g l y c é r i d e s  s e  r é p a r t i s s e n t  r égu l iè rement  e n t r e  0,45 à 2,25 g / l .  Les 

c o r r é l a t i o n s  o b t e n u e s  e n t r e  l e  Log-tr i g l y c é r  i d e s  d 'une p a r t  e t  l e  c h o l e s t é r o l  

HDL ou  1'Apo A-1 d ' a u t r e  p a r t  s o n t  s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t e s  d e  z é r o  e t  

n é g a t i v e s  ( r  = -0,273, p < 0,001 e t  r = -0,130 p < 0,01 r e s p e c t i v e m e n t ) .  En 

o u t r e  l a  c o r r é l a t i o n  a p p a r a î t  m e i l l e u r e  s u r  l a  base  du choles térol -HDL que s u r  

c e l l e  d e  1'Apo A-1. 

e )  I n f l u e n c e  d e  l ' i n d e x  pondéra l  s u r  l e s  d i f f é r e n t s  p a r a m è t r e s  

en  f o n c t i o n  d u  sexe - 

Le p o i d s  i d é a l  a é t é  c a l c u l é  s e l o n  l a  f o r m u l e  d e  LORENTZ e t  l ' i n d e x  

pondéra l  ( IP)  cor respond  a u  r a p p o r t  : p o i d s  r é e l / p o i d s  i d é a l .  Dans cette é t u d e ,  

nous avons  é l i m i n é  les s u j e t s  p r é s e n t a n t  une i n t o x i c a t i o n  a l c o o l i q u e .  A i n s i ,  453 

s u j e t s  o n t  é té  r e t e n u s  (199 hommes e t  254 femmes) p u i s  r é p a r t i s  e n  t ro i s  c l a s s e s  

s u i v a n t  l e u r  i n d e x  pondéral  : I P  \< 0,99, 1 d I P  4 1,19 e t  I P  > 1,20 ( t a b l e a u  35, 

page 229 ) Chez l'homme, on c o n s t a t e  une d iminu t ion  t rès  s i g n i f i c a t i v e  du  

c h o l e s t é r o l  -HDL e t  moins s i g n i f i c a t i v e  d e  1'Apo A-1 l o r s q u e  l ' i n d e x  pondéra l  

augmente. I l  y a p a r a l l è l e m e n t  une augmentat ion t r è s  s i g n i f i c a t i v e  d e s  t r i g l y c é -  

r i d e s ,  du  c h o l e s t é r o l  VLDL / LDL e t  d e  1'Apo B. Chez l a  femme,le choles térol -HDL 

diminue de  maniè re  peu s i g n i f i c a t i v e  l o r s q u e  l ' i n d e x  p o n d é r a l  augmente e t  1 ' A p o  

A-1 n e  v a r i e  p a s  s i g n i f i c a t i v e m e n t .  Pa r  c o n t r e ,  l e s  t r i g l y c é r i d e s ,  l e  c h o l e s t é -  

r o l  VLDL + LDL e t  1'Apo B augmentent s i g n i f  i ca t ivement  avec 1 ' index pondéral .  D e  

manière  g é n é r a l e ,  on n o t e  e n f i n  une c o r r é l a t i o n  n é g a t i v e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  

l ' i n d e x  pondéra l  e t  l e  choles térol -HDL t a n t  c h e z  l'homme (r = -0,18, p < 0,Ol) 

que c h e z  l a  femme ( r  = 0115, p < 0 , 0 5 ) ,  a l o r s  que l a  c o r r é l a t i o n  n é g a t i v e  e n t r e  

l ' i n d e x  pondéra l  e t  1'Apo A-1 n ' e s t  p a s  s i g n i f i c a t i v e .  

f )  I n f l u e n c e  d e  l ' a l c o o l  s u r  l e  c h o l e s t é r o l - H D L  e t  1'Apo A-1 - 

Afin d e  procéder  à d e s  é t u d e s  s t a t i s t i q u e s ,  nous avons  en  f o n c t i o n  d e  

1 ' i n t e r  r o g a t o i r e ,  déterminé un index d e  consommation a l c o o l i q u e  ( I A )  . Cet  index 

cor respond  au r a p p o r t  d e  l ' a l c o o l  consommé ( g / j o u r )  s u r  l e  p o i d s  c o r p o r e l  (Kg). 

Dans c e t t e  é t u d e ,  197 hommes e t  244 femmes o n t  é t é  r e t e n u s .  Nous avons a i n s i  

t r o u v é  une c o r r é l a t i o n  t r è s  s i g n i f i c a t i v e m e n t  p o s i t i v e  e n t r e  I A  e t  l e  



TABLEAU 35 

INFLUENCE DE L'INDEX PONDERAL (I.P.) SUR LES DIFFERENTS PARAMETRES EN FONCTION DU SEXE 

(Valeurs moyennes + - Ecar t - type)  

:: T r i g l y c é r i d e s  (TG), Apo B e t  Apo A-1 mesurés dans l e  plasma e n t i e r  
n : Nombre de cas é tud iés  

1 

1. P. 

< 0,99 

1-1,19 

> 1,20 

- 

H O M M E S (199) 
7 

n .  

46 

110 

43 

F E M M E S (254) 

n 

8 1 

110 

63 

VLDL + LDL ( g / l )  

ch01 

1,20 

+ 0,32 - 

1,38 

+ - 0,30 

p<O,OOl 

1,55 

+0 ,32  - 
p~<0,001 

HDL ( g / l )  VLDL + LDL ( g / l )  

ch01 

O ,63 

f 0,14 

O $56 

+ O Y 1 1  - 
p<Jl,OO1 

0 $54 

+0 ,09  
p«O ,001 

ch01 

1,16 

- + 0,27 

1,34 

+ 0,40 - 
p<O,OOl 

1,43 

+ - 0,32 

p « O , O O l  

HDL ( g / l )  

A ~ O  B:' 

1,11 

+ 0,30 - 

1,31 

+ - 0,29 

p<O,OOl 

1,44 

+0 ,23  - 
p c 0  ,001 

A ~ O  AI:' 

1,70 

f 0,28 

1,60 

f 0926 

p<O,O5 

1,62 

f0 ,26  

NS 

ch01 

0,71 

f 0,14 

O $69 

f 0,13 

N S 

O $66 

+ 0,14 - 
p <  0,05 

., 
TG" 

1 ,O0 

+ 0,31 - 

1,17 

+ - 0,36 

p<O,Ol 

1,34 

f 0 , 4 6  

p«O ,001 

A ~ O  B:' 

1 ,O7 

+ 0,24 - 

1,22 

+ 0,37 - 
p =  0,001 

1,36 

+ - 0,31 

p«O,OOl  

' Apo AI:' 

1,76 

f 0,28 

1,80 

f 0930 

NS 

1,71 

+ 0,26 - 
NS 

TG :' 

O ,92 

f 0,33 

1 ,O8 

f 0,43 

p<O,Ol 

1,29 

+ 0,55 - 
p«O,OOl 



cholestérol-HDL t a n t  c h e z  l'homme ( r  = +0,316, p  < 0,001) q u e  c h e z  l a  femme 

( r  = +0,216, p  < 0,001) .  La c o r r é l a t i o n  est du même o r d r e  s i  o n  l a  c a l c u l e  avec 

1 ' A p o  A-1 chez  l'homme ( r  = +0,315, p  < 0,001) ou chez  l a  femme (r = + 0,293, 

p < 0,001).  E n f i n  nous n 'avons  p a s  t r o u v é  d e  c o r r é l a t i o n  e n t r e  ce t  index de  

consommation a l c o o l i q u e  c o r r i g é e  e t  l e  c h o l e s t é r o l  VLDL + LDL d a n s  l ' u n  OU 

l ' a u t r e  sexe .  

En c o n c l u s i o n ,  l ' e f f e t  d e  l ' a l c o o l  s u r  l e s  HDL est i n d i s c u t a b l e ,  provo- 

quan t  une augmentat ion d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  p lasmat ique  d e  c e s  LP. Par c o n t r e ,  

dans  l e s  c o n d i t i o n s  d e  l ' e x p é r i m e n t a t i o n ,  l ' a l c o o l  n ' a  aucun e f f e t  s i g n i f i c a t i f  

s u r  l e s  LP d e  b a s s e  d e n s i t é .  

Le r a p p o r t  LP-B / LP-A diminue donc s o u s  l ' e f f e t  d e  l ' a l c o o l ,  e t  l e  r i s q u e  

a thé rogène  est diminué.  

g )  I n f l u e n c e  du t a b a c  s u r  l e  cho les té ro l -HDL e t  l l A p o  A-1 - 

Afin d ' a n a l y s e r  l ' i n f l u e n c e  du t a b a c ,  nous avons  été amené à é l i m i n e r  

l ' i n t o x i c a t i o n  a l c o o l i q u e  c o r r e s p o n d a n t  à une v a l e u r  I A  > 1. T r o i s  groupes  d e  

s u j e t s  d e s  deux s e x e s  o n t  é té  d é f i n i s  ( t a b l e a u  36, page231  ) , d i s t i n g u a n t  les 

non fumeurs,  l e s  fumeurs moyens (1  5  c i g a r e t t e s / j o u r )  e t  les  g r a n d s  fumeurs ( p l u s  

d e  15 c i g a r e t t e s / j o u r ) .   étude a  p e r m i s  d e  m e t t r e  e n  év idence  une d i m i n u t i o n  

f a i b l e m e n t  s i g n i f i c a t i v e  d e s  t a u x  d e  cho les té ro l -HDL e t  d'Apo A-1 d a n s  l e s  deux 

s e x e s  e n t r e  l es  g r a n d s  fumeurs e t  l e s  non fumeurs,  e t  d e  c o n c l u r e  que  l e  t a b a c  

c o n t r i b u e  à diminuer  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  HDL p lasmat ique  (10 % e n v i r o n  pour les 

grands  fumeurs)  . 

h )  I n f l u e n c e  d e s  c o n t r a c e p t i f s  s u r  l e  c h o l e s t é r o l - H D L  e t  1 ' A p o  A-1 - 

Dans cette é t u d e ,  227 femmes n e  p r e n a i e n t  p a s  d e  c o n t r a c e p t i f s  o r a u x  

(A) ; p a r  c o n t r e  4 4  y  é t a i e n t  soumises ,  so i t  16 % (B) .  Alors q u e  s o u s  l ' e f f e t  

d e s  c o n t r a c e p t i f s  nous n 'avons  o b s e r v é  q u ' u n e  t r è s  f a i b l e  b a i s s e ,  non s i g n i f i c a -  

t i v e ,  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Apo A-1, ce l le  du choles térol -HDL est p a r  c o n t r e  

diminuée d e  f a ç o n  t rès  s i g n i f i c a t i v e  ( p  < 0, 001) ( t a b l e a u  37, page 232) .  

i )  D é f i n i t i o n  d ' u n e  p o p u l a t i o n  normale - 

A f i n  d e  d é f i n i r  l a  p o p u l a t i o n  n o r m a l e ,  n o u s  a v o n s  e x i g é  l e s  v a l e u r s  

s u i v a n t e s  : c h o l e s t é r o l  t o t a l  < 2 , 8  g / l r  t r i g l y c é r i d e s  4 1 , 6  g / l ,  i n d e x  

pondéra l  4 1,15,  index  d e  consommation d ' a l c o o l  4 0,9,  consommation t a b a g i q u e  4 
15 c i g a r e t t e s / j o u r  e t  a u c u n  c o n t r a c e p t i f  o r a l  c h e z  l a  femme. A i n s i ,  



TABLEAU 36 

INFLUENCE DU TABAC SUR LE CHOLESTEROL-HDL ET L'APO A-1 EN FONCTION DU SEXE 

(Val eurs moyennes + - Ecart - type)  

:: p < 0,05 :::: p < 0,02 

A : non fumeurs ; B : fumeurs moyens (< 15 c i g / j )  e t  C : grands fumeurs (> 15 c i g / j )  

. 

A 

B 

C 

7 

H O M M E S  

n 

6 9 

4 5 

5 O 

F E M M E S  

CHOL-HDL 
( g / l )  

8,59 ' 0,11 

0,56 + - 0,13 

.. 
0,54 + - 0,12 

APO A - 1  
( g / l )  

1,82 + - 0,30 

1,73 + 0,34 

1,64 + 0,35 

n 

226 

2 9 

11 

APO A-1  
(911 

...a .... 
1,73 + 0,32 

1,62 + 0,30 

*,.. d... 

1,57 + - 0,32 

CHOL-HDL 
( g / l )  

.,.. 
oz71 2 0,14 

0,66 + 0,18 

.P.. 

0)60 + - OJ6 



TABLEAU 37 

INFLUENCE DES CONTRACEPTIFS ORAUX 

SUR L E  CHOLESTEROL-HDL ET L'APO A-I 

(Moyenne 2 Ecart- type)  

A : Femmes ne prenant  pas de c o n t r a c e p t i f s  oraux 

B : Femmes prenant des  con t r acep t i f s  oraux 

n = nombre de c a s  é tud ié s  

VARIATON 

- 12 % 

- 2,9 % 

2 

SIGNIFICATION B 

(n = 44) 

0,63 f 0,12 

1,74 f 0,28 

Cho1 e s t é ro l -  
HDL ( g l l )  

Apo A-1 
(911 

t 

3,6 

190 

A 

(n = 227) 

0,71 + - 0,15 

1,80 f 0,30 

P 

<0,001 

NS 



sur l a  population ambulatoire examinée, 173 hommes e t  106 femmes ont é t é  retenus 

e t  nous ont permis d 'é tabl i r  l e s  valeurs moyennes des différents  paramètres en 

fonction d u  sexe dans ces deux populations considérées comme normales (tableau 

3 3  , page234 ) .  Entre l e s  deux sexes, l e s  différences sont s ignif icat ives  

pour l e  cholestérol-HDL, l e  rapport cholestérol VLDL + LDL sur cholestérol-HDL 

puis 1'Apo A-1 e t  l e  rapport Apo B sur Apo A-1. Tous sexes confondus, dans l e s  

plus mauvaises conditions, l e  cholestérol HDL doi t  ê t r e  supérieur à 0,40  g/ l ,  

1'Apo A-1 à 1 , 2  g/ l ,  l e  cholestérol VLDL + LDL inférieur à 1,90 g/l  e t  1'Apo B à 

1 , 7 0  g/l. 

4 ' )  Discussion - 

Cette étude confirme un cer tain nombre de f a i t s  connus quant aux varia- 

t ions du cholestérol VLDL + LDL, du cholestérol-HDL ou des apoprotéines B e t  A-1 

en fonction du sexe e t  de l 'âge (23 ) . L'ensemble de ces  résu l ta t s  montre que 

l a  femme tout au moins jusqu'à l a  ménopause e s t  mieux protégée que l'homme 

vis-à-vis de l 'athérosclérose, l e s  ~ ~ a t h é r o g è n e s  (VLDL e t  LDL) étant en concen- 

t ra t ion  plus fa ib le  e t  inversement l e s  LP anti-athérogènes (HDL) en concentra- 

t ion plus élevée. Concernant l e  cholestérol VLDL + LDL e t  1'Apo B I  on note une 

é l éva t ion  progressive en fonct ion  de l ' â g e  t a n t  chez l'homme que chez l a  

femme, tandis que l e  cholestérol -HDL e t  1'Apo A-1 sont relativement stables 

dans l e s  deux sexes ( 12 ) . 
D'autre par t ,  l e s  corrélations entre l e  cholestérol VLDL + LDL e t  1'Apo 

B d'une par t ,  entre l e  cholestérol HDL e t  1'Apo A-1 d 'autre par t ,  sont dignes 

d ' in té rê t .  En e f fe t ,  s i  l e s  dro i tes  de régression cholestérol VLDL + LDL e t  Apo 

B sont indépendantes d u  sexe, ce l l e s  qui re l ien t  l e  cholestérol HDL e t  1'Apo A-1 

ne l e  sont pas ; e l l e s  sont paral lè les  cer tes  mais non confondues, e t  pour une 

même quantité dtApo A-1, on a 9 % de cholestérol-HDL en plus chez l a  femme. 

Ainsi chez l a  femme, l 'équation de l a  droi te  de régression ne passe pas par 

l 'o r ig ine  ce qui semble indiquer que l e  cholestérol HDL n 'es t  pas uniquement 

fonction de 1'Apo A-1. En d 'autres  termes, au spectre des LP de haute densité 

semblent correspondre différentes  LP contenant du cholestérol dont une fraction 

n 'es t  pas prise en compte par l e  dosage de 1'Apo A-1. Ceci semble corroborer 

l'hypothèse dnALAUPOVIC ( 2 ) selon laquelle l e s  HDL constituent un spectre 

inhomogène contenant différentes  LP (LP-A, LP-CI LP-E, LP-DI LP-F,...) dont 

cer taines  (LP-C, LP-E) ref lè tent  par a i l l eu r s  l ' a c t i v i t é  du processus l ipoly t i -  

que dans l a  mesure où e l l e s  sont l'expression de l a  dégradation des VLDL sous 

l ' e f f e t  de l a  LPL ( 4 ) .  En e f f e t ,  selon c e t t e  hypothèse, l e s  LP d i t e s  





" s e c o n d a i r e s "  c o r r e s p o n d a n t  aux VLDL e t  c o n t e n a n t  p l u s i e u r s  a p o p r o t é i n e s  s e  

d i s s o c i e n t  l o r s  du p r o c e s s u s  l i p o l y t i q u e  en l i b é r a n t  d e s  LP "pr imai res"  c o n t e -  

n a n t  du c h o l e s t é r o l  e t  s e  c a r a c t é r i s a n t  pa r  une s e u l e  a p o p r o t é i n e  t e l l e  que 

1 ' A p o  C o u  I ' A p o  E (LP-C, LP-E) q u i  r e j o i g n e n t  a l o r s  l e  s p e c t r e  d e  d e n s i t é  d e s  

HDL (263) .  A i n s i ,  l ' é l é v a t i o n  du cho les té ro l -HDL e n  accord  avec d i f f é r e n t s  

t r a v a u x  semble en  p a r t i e  r e f l é t e r  l a  q u a l i t é  d u  p r o c e s s u s  l i p o l y t i q u e  q u i  

a p p a r a î t  m e i l l e u r  c h e z  l a  femme que c h e z  l'homme (255) .  

Comme c e l a  é t a i t  p r é v i s i b l e ,  une c o r r é l a t i o n  e x i s t e  e n t r e  1'Apo A-1 e t  

l e  cho les té ro l -HDL,  mais  l ' i n t e n s i t é  d e  l a  l i a i s o n  n ' e s t  p a s  é l e v é e  e t  47 % 

seu lement  d e  l a  v a r i a b i l i t é  s o n t  e x p l i q u é s  p a r  l a  l i a i s o n .  Les e r r e u r s  d e  

méthode peuvent  ê t r e  e n  c a u s e ,  ma i s  il p e u t  a u s s i  s ' a g i r  d ' u n e  r é p a r t i t i o n  

v a r i a b l e  d ' u n  i n d i v i d u  à l ' a u t r e  d e s  HDL2 e t  HDL3 a u  s e i n  d e  l ' ensemble  HDL, 

ces s o u s - f r a c t i o n s  n ' a y a n t  p a s  l a  même composi t ion.  

Compte t e n u  d e s  d i f f é r e n c e s  o b s e r v é e s  a u  n i v e a u  du c h o l e s t é r o l - H D L  e n t r e  

les deux s e x e s ,  l e  r a p p o r t  c h o l e s t é r o l  VLDL + LDL / cho les té ro l -HDL a p p a r a î t  

a i n s i  d a n s  n o t r e  é t u d e  p l u s  d i s c r i m i n a n t  que l e  r a p p o r t  Apo B / Apo A-1. On est 

donc e n  d r o i t  d e  s e  p o s e r  l a  q u e s t i o n  t o u t  au moins d a n s  une p o p u l a t i o n  ambula- 

to i re ,  d e  s a v o i r  s i  l e  r a p p o r t  du c h o l e s t é r o l  n ' e s t  pas p l u s  d i g n e  d ' i n t é r ê t  q u e  

l e  r a p p o r t  d e s  a p o p r o t é i n e s  d a n s  l ' é v a l u a t i o n  approx imat ive  du r i s q u e  a t h é r o g è -  

ne .  I l  s e r a i t  néanmoins i n t é r e s s a n t  d ' é v a l u e r  l e  pouvo i r  d e  te ls  r a p p o r t s  d a n s  

d e s  p o p u l a t i o n s  à h a u t  r i s q u e ,  comme c h e z  d e s  p a t i e n t s  r e l e v a n t  d ' i n f a r c t u s  du 

myocarde. 

Les c o r r é l a t i o n s  o b t e n u e s  p a r  a i l l e u r s  e n t r e  l e  l o g a r i t h m e  d e s  t r i g l y c é r i -  

d e s  e t  l e  cholestérol-HDL o u  1 ' A p o  A-1, r e f l è t e n t  l e s  m ê m e s  i n t e r r e l a t i o n s .  En 

e f f e t ,  l a  c o r r é l a t i o n  e s t  s i g n i f  i c a t i v e m e n t  n é g a t i v e  d a n s  les  ceux  c a s  comme 

ceci a  é té  démontré pa r  d i f  f é r e n t s  a u t e u r s  précédemment (305) . D'au t re  p a r t ,  

ce t t e  c o r r é l a t i o n  est m e i l l e u r e  avec  l e  cho les té ro l -HDL que  1'Apo A-1, l ' é l é v a -  

t i o n  d e s  t r i g l y c é r i d e s  é t a n t  l e  r e f l e t  d ' u n  r a l e n t i s s e m e n t  du p r o c e s s u s  l i p o l y -  

t i q u e  . 
C e t t e  é t u d e  m e t  e n  exergue  également l ' i n f l u e n c e  d e  l ' i n d e x  p o n d é r a l  

s u r  les d i f f é r e n t s  p a r a m è t r e s  e n  f o n c t i o n  du s e x e .  En e f f e t ,  on  n o t e  c h e z  

l'homme e t  c h e z  l a  femme une augmentat ion p a r a l l è l e  d e  l ' i n d e x  pondéra l  e t  d e  l a  

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

LDL comme e n  témoigne notamment l ' é l é v a t i o n  d e  1'Apo B. Dans l a  genèse  de  ce t te  

augmentat ion d e s  LP l é g è r e s ,  on  d o i t  invoquer un d o u b l e  mécanisme m e t t a n t  e n  j e u  

un r a l e n t i s s e m e n t  du p r o c e s s u s  l i p o l y t i q u e  (163) e t  une p r o d u c t i o n  a c c r u e  d e  

VLDL p a r  l e  f o i e  (279) .  Inversement ,  l e  cho les té ro l -HDL e n  p remie r  l i e u  e t  1 ' A p o  

A-1 accesso i rement  d iminuen t  s i g n i f  i c a t i v e m e n t  t a n d i s  que 1 ' index p o n d é r a l  

augmente (24)  . ~ é a n m o i n s , s i  les v a r i a t i o n s  d e s  t r i g l y c é r i d e s  ou d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  



en  VLDL ET LDL s o n t  similaires dans  l e s  deux s e x e s  e n  f o n c t i o n  de l ' i n d e x  

p o n d é r a l ,  il n ' en  est pas  d e  même du choles térol -HDL d o n t  l e s  v a l e u r s  ne dimi-  

nuent  q u e  fa ib lement  chez  l a  femme. En d ' a u t r e s  t e r m e s ,  malgré une augmentat ion 

d e  l ' i n d e x  pondéral ,  l a  femme p r é s e n t e  une d i m i n u t i o n  moindre du c h o l e s t é r o l - H D L  

compte t e n u  problablement  d ' u n  p rocessus  l i p o l y t i q u e  globalement  p l u s  e f f i c a c e .  

A i n s i ,  l e s  m o d i f i c a t i o n s  d e s  LP e n  f o n c t i o n  de  l ' i n d e x  pondéral  s o n t  une i l l u s -  

t r a t i o n  supplémentai re  d e s  d i f f é r e n c e s  fondamentales  e x i s t a n t  e n t r e  les  deux 

s e x e s  a u  niveau du  p r o c e s s u s  l i p o l y t i q u e .  Il  r e s t e r a i t  évidemment à dé te rminer  

l ' o r i g i n e  de c e s  d i f f é r e n c e s  : a c t i v i t é  d e s  enzymes l i p o l y t i q u e s ,  compos i t ion  

d e s  LP. 

Quant aux e f f e t s  d e  l ' a l c o o l  ou  du t a b a c  s u r  les  paramèt res  é t u d i é e s ,  

ils r e j o i g n e n t  1 'ensemble d e s  données d e  l a  l i t t é r a t u r e .  L ' a l c o o l  augmente 

de  l a  même manière l e  cholestérol-HDL e t  1'Apo A-1, ceci semblant i n d i q u e r  un 

e f f e t  p ropre  de  1 ' a l c o o l  s u r  l a  s y n t h è s e  h é p a t i q u e  d e s  HDL ( 394 ) . L e s  c o r r é l a -  

t i o n s  obtenues  e n t r e  l a  consommation d ' a l c o o l  e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  p lasmat ique  en  

HDL s o n t  par a i l l e u r s  m e i l l e u r e s  chez  les hommes que  chez  l e s  femmes. Ceci p e u t  

s ' e x p l i q u e r  d a n s  n o t r e  é t u d e  par  une i n g e s t i o n  d ' a l c o o l  p l u s  f r é q u e n t e  e t  p l u s  

impor tan te  en  moyenne c h e z  l es  hommes. 

Sous l ' e f f e t  d e s  c o n t r a c e p t i f s  o raux ,  nous ob tenons  une c h u t e  t r è s  impor- 

t a n t e  du  cho les té ro l -HDL,  s a n s  v a r i a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d e s  Apo A-1 ; ces r é s u l -  

t a t s  s o n t  en accord  avec c e u x  d 'ALBERS e t  c o l l .  ( 12 ) . On peu t  a l o r s  supposer  

une m o d i f i c a t i o n  d e  l a  c h a r g e  en  c h o l e s t é r o l  d e s  LP e t /ou  un e f f e t  d e  ces a g e n t s  

pharmacologiques s u r  l a  r é p a r t i t i o n  p lasmat ique  des HDL2 e t  HDL3, e n t r a î -  

n a n t  en  p a r t i c u l i e r  une augmentation d e s  HDL3 d o n t  l e  r a p p o r t  c h o l e s t é r o l  / 

p r o t é i n e s  e s t  i n f é r i e u r  à c e l u i  d e s  HDL2. 

Dans l a  l i t t é r a t u r e ,  les  e f f e t s  d e s  c o n t r a c e p t i f s  o r a u x  s u r  l e  métabolisme 

d e s  l i p i d e s  e t  d e s  LP a p p a r a i s s e n t  très c o n t r a d i c t o i r e s  (306 ) .  En d é f i n i t i v e  il 

semble q u ' i l s  s o i e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  f o n c t i o n  d e  l a  composi t ion r e s p e c t i v e  d e  

ces composés en  o e s t r o g è n e s  e t  p r o g e s t a t i f s ,  c 'es t  à d i r e  d e  l a  formule  chimique 

( 3 7 6 ) ,  l e s  o e s t r o g è n e s  augmentant l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  HDL2 ( 2 9 )  e t  l es  

p r o g e s t a t i f s  d iminuan t  l e  choles térol -HDL ( 8 1 ) .  A i n s i ,  l e s  femmes s o u s  c o n t r a -  

c e p t i f s  oraux comportant  une a s s o c i a t i o n  o e s t r o g è n e - p r o g e s t a t i f  p r é s e n t e n t  d e s  

v a r i a t i o n s  q u i  s o n t  d i r e c t e m e n t  f o n c t i o n  de  l a  t e n e u r  d e  l ' u n  ou d e  l ' a u t r e  d e s  

composés. Pour d ' a u t r e s  a u t e u r s  (376 ) r les hormones e n t r a î n e n t  une modif ica-  

t i o n  d e  1.a d i s t r i b u t i o n  d e s  l i p i d e s  d a n s  les  LP e t  d e  ce f a i t  l es  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  si?mblent d i v e r g e n t s  s u i v a n t  que  l ' o n  a p p r é c i e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en LP e n  

t e r m e s  de ce l le  du c h o l e s t é r o l ,  d e s  t r i g l y c é r i d e s ,  d e s  phosphol ip ides ,  d e s  

a p o p r o t é i n e s  o u  des LP totales. 



Enfin, l a  déf in i t  ion d'une population normale se  trouve confrontée avec 

des normes plus ou moins a rb i t ra i res  qui sont fonction de l a  population étudiée. 

Néanmoins, l e s  ch i f f res  retenus gardent à notre avis une bonne valeur indicative 

tout  au moins en routine. Ceci met en évidence par a i l leurs  l e s  d i f f i cu l t é s  

rencontrées en pratique courante en face de cas  par t icul iers  de dyslipidémies 

proches des valeurs l imites ,  toutes modifications du bilan lipidique ou apopro- 

téique devant théoriquement ê t r e  comparées avec une valeur basale. 

5- CONCLUSION - ------------- 

Cette étude montre l ' i n t é r ê t  de doser l e s  différents  paramètres caractér i -  

sant l e s  LP athérogènes ou anti-athérogènes, e t  pose par a i l leurs  l'important 

problème de définir  quels sont précisément ces  paramètres. 

En e f fe t ,  l a  dé£ in i t ion  d'un indice d'athérogénécité soulève actuellement 

une certaine polémique e t  cer tains  auteurs préfèrent quantifier ces LP par l e  

b i a i s  du cholestérol qu 'e l les  contiennent (80) plutôt que par ce lu i  de leurs  

apoprotéines majeures ( 2 2 ,  48). 

On peut rappeler d'emblée, que ce s o i t  au niveau du dosage du cholestérol,  

e t  plus particulièrement de ce lu i  des HDL, ou au niveau de ce lu i  des apopro- 

téines,  que l e s  variations doivent ê t re  analysées en fonction des valeurs 

normales du laboratoire. L'estimation d u  cholestérol des LP de basse densité se  

f a i t  par différence du cholestérol t o t a l  e t  du cholestérol-HDL ; l e s  erreurs de 

dosage s 'ajoutent,  e t  s i  dans notre étude, comparé au rapport Apo B/Apo A-1,  

ce lu i  du cholestérol VLDL +  cho cholestérol HDL apparaît comme l 'un des 

meilleurs indices de prédiction d'athérosclérose, il faut  remarquer que sur l e  

plan méthodologique l a  détermination des apoprotéines e s t  meilleure, l e s  coeffi-  

c i en t s  de variation étant  inférieurs à ceux obtenus pour l e  rapport des l ipides 

(figure 43 page 226). De plus, l a  différence moyenne des taux d u  cholestérol-HDL 

entre  des malades a t t e i n t s  d ' infarctus  du myocarde e t  des sujets  sains  servant 

de contrôle n 'es t  que de 3 , 8  ml/dl ( so i t  0,09 mmole/litre). Cette différence 

e s t  t r è s  fa ib le  e t  réclame pour ê t r e  détectée avec précision une grande rigueur 

e t  une grande spécif ic i té .  Dans c e  b u t  il exis te  actuellement d 'excellentes 

techniques d 'appréciation du cholestérol-HDL que l e  biologiste doi t  pouvoir 

sélectionner . 



Alors que l e  cholestérol ne représente que 15 à 20 % du poids to ta l  des 

HDL, l e s  apoprotéines en constituent 50 8 dont 70 % sont de 1'Apo A-1. De ce  

f a i t ,  l e s  apoprotéines peuvent représenter un meilleur c r i t è r e  de détermination, 

mais nous avons soulevé tout au long de ce t ravai l  l e s  nombreuses d i f f icu l tés  de 

dosage des apoprotéines, cel les-ci  étant de t r è s  mauvais standards. 

Certains auteurs, ayant montré que l e s  HDL de su je ts  hypertriglycéridémi- 

ques étaient marquées par un enrichissement en triglycérides (175)  e t  une baisse 

du cholestérol ( 3 0 8 )  pensent q u ' i l  e s t  dél icat  d'estimer une concentration de 

HDL sur l a  base de ce l le  d u  cholestérol qu'elles contiennent, une modification 

de ce taux pouvant re f lé ter  simplement une variation de leur composition sans 

obligatoirement affecter l a  concentration de ces LP. 

Cependant, l a  charge en cholestérol des LP paraît  ê t r e  plus intéressante 

à connaître que l e s  LP transporteuses elles-mêmes. En e f f e t ,  "l'ennemi" des 

parois a r t é r i e l l e s  es t  bien plus précisément l e  cholestérol transporté par l e s  

LDL ; de même, au niveau des HDL, c ' e s t  essentiellement leur richesse en choles- 

t é ro l  qui r e f l è t e  un bon fonctionnement d'épuration ce l lu la i re .  

Très récemment, AVOGARO e t  c o l l .  ( 2 2 )  comparent l'importance de l'informa- 

t ion apportée par l e  dosage des l ipides (cholestérol to t a l ,  tr iglycérides,  

cholestérol-HDL) à ce l l e  fournie par celui  des Apo B e t  A-1 dans une population 

de 218 survivants d ' infarctus du myocarde e t  de 160 su je t s  sains âgés de 30 à 

80 ans. Ils montrent que, si déjà dans l a  6è décade l e s  taux de cholestérol e t  

tr iglycérides ne diffèrent plus de façon significative entre l e s  deux groupes, 

ceux des apoprotéines sont par contre sé lec t i f s  beaucoup plus longtemps, 1'Apo 

A-1 n'étant identique dans l e s  deux groupes qu'à par t i r  de l a  8è décade, e t  1'Apo 

B étant toujours augmenté chez l e s  patients, quel que so i t  leur âge. A i n s i ,  

l 'analyse des lipides perd sa valeur discriminative avec l 'âge, tandis que c e l l e  

des LP l a  conserve. Les rapports cholestérol to t a l /  Apo B e t  Apo A-1 / Apo B sont 

diminués chez l e s  malades indépendamment de leur âge, e t  un rappport faible  

cholestérol t o t a l  / Apo B suppose l 'existence, à côté de variations quantitati-  

ves de changements qua l i t a t i f s  au niveau des LP, pouvant révéler par a i l l eu r s  

une baisse de l ' a f f i n i t é  et/ou une saturation de l a  protéine porteuse de choles- 

t é ro l  d 'Apo B. 

Ainsi, comme ALAUPOVIC l'indique ( 4 ) , il peut sembler logique de consi- 

dérer l a  part ie  protéique comme " le  seul marqueur biochimique d is t inc tn  des 

LP . 



Cependant,selon l a  théorie de ce dernier, e t  si l 'on classe l e s  LP 

en familles, il apparaît évident que l e  dosage de 1'Apo A-1  ne ref lète  que 

part iel lement l a  concentration en HDL e t  se  l imi te  à c e l l e  de l a  famil le  

LP A-1. 

Ce problème n 'est  pas résolu à l 'heure actuelle, e t  de nombreux auteurs 

discutent encore l a  solution l a  plus instructive quant à l'établissement d ' u n  

indice d 'athérogénéc i t é  : s ' agi t- i l  d u  rapport cholestérol-H~~/cholestérol 

(VLDL+LDL), ou du rapport Apo B/Apo A-1 ? 

Je pense qu' il e s t  t r è s  d i£  f ic i l e  de fa i re  ce choix, e t  que comme ALBERS 

e t  col l .  (10)  l 'ont  é c r i t ,  il semble u t i l e  d'évaluer à l a  fo i s  l e  cholestérol 

e t  l 'apoprotéine au niveau des HDL, vu que l e s  deux paramètres diminuent 

chez l e s  sujets  athéroscléreux mais qu'en plus l e  rapport cholestérol-HDL/* 

A-1 est  signif icativement plus bas chez l e s  sujets  athéroscléreux que chez l e s  

témoins . 
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* Pendant longtemps 1 'explora t ion  d e s  l i p i d e s  c i r c u l a n t s  s 'est bornée 

au dosage d e  l a  cho le s t é ro l émie  e t  de l a  t r i g lycé r idémie  ; on s a i t  maintenant  que 

l a '  s i g n i f i c a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  est fonc t ion  de l a  v a r i é t é  de  LP q u i  véh i cu l en t  

ces f r a c t i o n s  l i p i d i q u e s  et  que l e  terme "d'hyperlypoprotéinémie" d e v r a i t  donc 
I I . .  . 

, , ! . . : ' ,  , . , 
remplacer c e l u i  "d'hyperlipidémie".  2 $ 8 '  " 1 :iL. ,, 8 -  .du ",, , d i  'i+ : .- 

8 ,  ,-1 

* L'isolement d e s  LP peu t  f a i r e  appe l  à l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  d e  f l o t t a -  

t i o n ,  méthode d e  ré fé rence ,  q u i  a l ' i nconvén ien t  d e  l a  complexité ; nous avons 

e n t r é  l ' i n t é r ê t ,  t a n t  s u r  l es  p l a n s  q u a l i t a t i f s  que  p r é p a r a t i f s  ou q u a n t i t a t i f s ,  

d e  l ' é l e c t r o p h o r è s e  en g r a d i e n t  d e  g e l  de  polyacrylamide q u i  est douée d'un grand 

pouvoir de r é so lu t ion .  Le  "L ip ido te s tn  que nous avons, par  a i l l e u r s ,  m i s  a u  p o i n t  

e t  u t i l i s é  f o u r n i t ,  en l a  matière, une première approche. 
- 8 I ' - ' 1  
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* L 'élec t r o p h o r é s e  p r é p a r a t i v e  e n  c o l o n n e  d ' a c r y l a m i d e  nous  a p e r m i s  

d'isoler une LP p a r t i c u l i è r e ,  l a  LP(a) dont  on sai t  q u ' i l  s ' a g i t  d 'un dé te rminant  

géné t ique  e t  dont  nous avons confirmé q u ' e l l e  se d i s t i n g u e  par  s a  composi t ion d e s  

a u t r e s  LP connues. Il n ' e s t  p a s  exc lu  q u ' e l l e  a i t  un p o t e n t i e l  a thérogène mais 

ceci n ' e s t  pas  démontré. 
8 '  
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* L'isolement d e s  apopro té ines  r e p r é s e n t e  un progrès  supplémentaire  dans 

l l e x p l o r a t i o n  d e s  LP ; nous nous sommes i n t é r e s s é s  à 1'Apo A-1, c o n s t i t u a n t  

. , e s s e n t i e l  d e s  HDL "anti-athérogènes'  e t  l lApo B r e t rouvée  en majeure p a r t i e  
au niveau d e s  LDL, puissamment athérogènes.  Nous disposons ac tue l lement ,  avec 

les techniques  que nous avons mises au p o i n t ,  de méthodes de  dosage plasmatique 

très f i a b l e s  e t  re la t ivement  simples.  C e s  t echniques  o n t  été appl iquées  a u  s e i n  

d 'une  popula t ion  présumée s a i n e  e t  cette é tude  nous a permis d ' d t a b l i r  c e r t a i n e s  

. ,, c o r r é l a t i o n s  e n t r e  l e  t aux  d 'apopro té ines  e t  les v a l e u r s  du c h o l e s t é r o l  HDL e t  
ha- " 

- L ? -  LDL ; el le  nous a d ' a u t r e  p a r t  condu i t  à é t a b l i r  des r appor t s  e n t r e  l es  r é s u l t a t s  
8 1, 

obtenus  e t  l ' i nc idence  de f a c t e u r s  d'environnement r é p u t é s  athérogènes.  

* I l  n ' e s t  pa s  exc lu  e n f i n  que l ' i s o l e m e n t  e t  l e  dosage d ' a u t r e s  apopro- 

t é i n e s  abou t i s sen t  à d e  nouvawx c r i t è r e s  d e  c l a s s i f i c a t i o n  d e s  hype r l i pop ro t é i -  

némi es, 



DOSAGE DES P R O T E I N E S  ( 226) 

1 - P R I N C I P E  

Il repose sur  l a  réduction des acides phosphotungstique e t  phospho- 

molybdique du réact i f  de Folin, en présence du complexe formé en milieu 
2+ 

a l ca l i n  en t re  l e s  ions Cu e t  l e s  groupements tyrosine e t  tryptophane des 

protéines. Il se  d6veloppe une coloration bleue dont l ' i n t e n s i t é  e s t  propor- 

t ionnel le  au taux de protéines. L'absorbance e s t  mesurée à 750 ou 500 m. 

II - R E A C T I F S  

1) SOLUTION A 

Solution de Na2C03 à 2 % (p/v) dans l a  soude O,1 M e t  contenant 0,02 % 

(p/v) de t a r t r a t e  double de N a  e t  de K. 

2) SOLUTION B 

Solution de CuS04, 5 H 2 0  à 0,5 % (p/v) dans de l ' eau  d i s t i l l é e .  

3) SOLUTION C 

Solution de t r ava i l  préparée par un mélange de 50 volumes de solution A 

e t  de 1 volume de solution B. 

E l l e  se conserve une journée. 

4) REACTIF DE FOLIN-CIOCALTEW (Merck) 

A d i luer  au 1/2 avec de l ' eau  b id i s t i l l é e .  

5) ETALONS DE SERUMALBUMINE:: 

Une gamme d'étalonnage de 5 à 200 Dg de s6rumalbumine/ml e s t  r éa l i s ée  

par  d i lu t ion  dans de l 'eau b i d i s t i l l é e  d'une solut ion mère de sérumalbumine 

bovine t i t r a n t  200 ~g/ml .  

L C- . 
' , :: Sérumalbumine bovine Pentex - Laboratoire Miles 

. - - '  - 
v , , '  , -  . ,  



I I I  - M O D E  O P E R A T O I R E  

Dans un tube à hémolyse t r è s  propre, in t roduire  0,2 m l  de l a  solut ion 

à doser e t  1 m l  de l a  solut ion C. 

Agiter e t  l a i s s e r  10 minutes au moins à température ambiante. 

Ajouter ensuite 100 u 1  de réac t i f  de Folin-Ciocalteu e t  mélanger 

imm6diatement. 

La coloration se  développe en 30 minutes à l 'obscur i té .  

L'absorbante de l a  solution e s t  mesurée : 

- à 750 nm pour l e s  étalons t i t r a n t  5 Ci 25 ug/ml, 

- à 500 nm pour l e s  étalons t i t r a n t  50 à 200 ug/ml. 

I V  - R E S U L T A T S  

Une droi te  d'étalonnage C = k A (A = absorbance e t  C = concentration) 

permet de r e l i e r  directement l'absorbante d'une solut ion à son taux de 

protéines exprimé en ug/ml. 



C H R O M A T O G R A P H I E  SUR COUCHE M I N C E  D E S  L I P I D E S  

1 - P R I N C I P E  

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 : l'eau. 

II - R E A C T I F S  

1) SOLVANTS CLASSES PAR F O X E  D'ELUTION CROISSANTE 

Ether de pétrole, 

Chloroforme, 

Ether éthylique, 

Méthanol , 
Eau. 

L'addition d'acide acétique augmente considérablement la force d'élution. 

Le choix des solvants est fait en fonction des fractionnements recherchés. 
-_ - . -  * .___. . . , '  ; ' ,  2, . r : .L. . .  
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2) SOLUTION DE RHODAMINE 6 G .a-.. . , . d*F . ",a- .. ,*... 
, , . , . . .  

....................................... Rhodamine 10 mg 

Méthanol...........:.....,........,............ 100 ml 

3) IODE - 

III - M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1) PLAQUES DE 20 X 20 mm 

- Dégraisser à l'éther éthylique. . , 

- Mélanger dans mortier : 
......... . Gel de silice G (Kieselgel G)..,.,.. 45 g 

. Eau distillée................................ 84 ml 

- Verser le mélange bien homogène aans l'étaleur automatique Camag. 



- Laisser sécher les plaques à l'air. 

2) CWES DE DEVELOPPEMENT EN VERRE 

- Appliquer sur les 3 faces internes de la cuve, des bandes de papier 
Whatman no 3, préalablement trempées dans l'éluant. 

- Introduire le solvant approprié soit environ 200 ml. 
- Laisser l'équilibre s'établir et au bout de 10 à 15 min, commencer 

à développer. 

3) TECHNIQUE 

- Réactiver des plaques 10 min à,llOO. 
- Tracer au crayon, sur la plaque : 2 sillons latéraux extrêmes pour 

éviter les effets de distorsion et un à la partie supérieure 

de la plaque. 

DEPOT 

SOLVANT 

REVELATION 

ELüT ION 

L 

LIPIDES APOLAIRES 

1 

LIPIDES POLAIRES 

à 1,5 cm du bord inférieur de la plaque à l'aide d'une 

seringue Hamilton. 

..... Ether de pétrole 180 ml 

...... Ether éthylique 20 m l  

CH3COOH pur.......... 2 ml 

Chloroforme......... 115 ml 

Méthanol............ 45 m l  

Ammoniaque 7 N...... 7,s ml 

Rhodamine 6 G : taches fluorescentes sous rayonnement 

ultra-violet à 360 nm. 

Iode : taches brunes 

Repérage des taches. 

Grattage du gel correspondant. 

Eluer les lipides dans un mélange d'extraction choisi. 



DOSAGE DES PHOSPHOLIPIDES (277) 

1, - PRINCIPE 

Les phospholipides sont dosés sans minéralisation. 

II - REACTIFS 

2) CHLOROFORME 

3 ) SOLUTION CHRûMOGENE 

a)  Solution A ---------- 
I 

8 ..- 
, . '  Dissoudre 16 g de molybdate d'ammonium dans 120 m l  d'eau. 

8 . -  

b) Solution B ---------- 
Prélever 80 m l  de la solution A, a jouter  400 m l  d'HC1 

concentré e t  10 ml de mercure. 

Agiter pendant 30 min e t  f i l t r e r .  

c)  Solution C ---------- 
Mélanger 200 ml dJH2Saa4 concentré au r e s t e  de l a  solution A 

e t  a jouter  l e  mélange a l a  solution B. 

d) Solution chromogène proprement d i t  --------------- ----------------- 
Prélever 25 m l  de solution CI a jouter  45 m l  de methanol, 

5 m l  de chloroforme e t  20 m l  d'eau, 

Après f rac t ion  sur g e l  de s i l i c e  e t  rgvélation par  l ' iode,  les fract ions  

phospholipidiques sont g r a t t ée s  e t  gluées par  ag i ta t ion  avec 5 m l  de chloro- 

forme, 5 m l  de méthanol. Apres déphasage par addit ion de 4,s m l  d'eau, l a  

phase inf6r ieure  chloroformique e s t  récupéree e t  évaporée sous azote. 



- 246 - 

Le résidu sec  e s t  r e p r i s  par 0,4 m l  de chloroforme e t  0,1 m l  de solut ion 

chromogène. Le mélange est porté 85 secondes au bain-marie boui l lant  e t  après 

10 min de refroidissement à température ambiante, 5 m l  de chloroforme sont 

ajoutés.  Après ag i ta t ion  e t  repos de 30 min, l a  lecture  se  f a i t  à 710 nm 

contre un blanc témoin. 

Des courbes d'étalonnage re la t ives  aux d i f fé ren tes  c lasses  de phospho- 

l i p ides  sont é t ab l i e s  en u t i l i s a n t  des étalons t r a i t é s  dans l e s  mêmes condi- 

t ions .  La teneur en phospholipides e s t  lue  sur  l a  d ro i te  obtenue. L'étalonnage 

do i t  ê t r e  effectué chaque f o i s  que l ' o n  prépare une nouvelle solution chromo- 

gène, . . . -  

T l  existe une r e l a t i on  l i néa i r e  en t r e  l a  dens i te  optique e t  l a  teneur 

en phosphore pour des valeurs comprises entre  1 e t  10 ug de phosphore l ipidique.  



1 - P R I N C I P E  

DOSAGE D E S  H E X O S E S  ( 362) 

Par chauffage en présence d'acide sulfurique, les hexoses libèrent des 

chromogènes dérivés du furfural qui, par condensation avec l'orcinol donnent 

une coloration brun-orangé. 

L'intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration en 

oses. , . * ,  . - .  ' , F - , ,  . 

R E A C T I  FS 

1) SOLUTION D'ORCINOL 

Dissoudre 1,s g d'orcinol dans une solution aqueuse d'H2S04 pur à 30 % 

(v/v) et compléter à 100 ml. 

La solution d'orcinol doit être conservée à O0 C et dans des flacons en 

verre pyrex. Généralement, elle laisse déposer des cristaux que l'on redis- 

sout au bain-marie. 

2) SOLUTION A 60 % D 'H2SO4 CONCENTRE (v/v) 

Solution mère contenant 100 mg d'oses totaux pour 100 ml d'eau bidistillée. 

Cette solution se conserve à - 20° C après avoir été additionnée de quelques 
gouttes de chloroforme et d'une goutte de HC1. 

Solution-témoin contenant 100 ~ i g  d'oses par ml, obtenue par dilution au 

1/10 de la solution-mère. 

Elle est également conservée en présence de chloroforme et d'acide 

chlorhydrique et peut se garder 1 mois à Q0 C. 

III - D E V E L O P P E M E N T  D E  LA R E A C T I O N  ',.'- 

Dans des tubes à hémolyse très propres sont introduits, 100 y1 de la so- 

lution à doser (ou extrait sec reprïs par 1OQ pl d'eau bidistillée). 200 y1 de 

la solution d'orcinol et 1,5 ml de la solution d1H2S04 à 60 %. 



L e s  tubes sont maintenus 20 minutes exactement dans un bain-marie réglé 

à 80° C + 2 O  C. - 
Ils sont ensuite re fro id i s  sous un courant d'eau e t  placés à l 'obscurité 

pendant 45 minutes. 

L'absorbance de chacune des solutions est déterminée à 510 m. 



D O S A G E  D E S  A C I D E S  S I A L I Q U E S  ( 250) 

1 - P R I N C I P E  

Les acides sialiques, acide N-acétyl-neuraminique surtout, sous l'action 

des acides présents dans le réactif à la diphénylamine sont rapidement désa- 

cétylés et décarboxylés en 2-désoxy-4-amino-octose. Ce composé subit ensuite 

une dégradation plus poussés avec formation d'un chromogPne dont la conden- 

sation à la diphénylamine fournit une coloration bleue-violacée qui présente 

un maximum d'absorption à 530 nm. 

Cette méthode s'applique aux acides sialiques conjugués. 

II - R E A C T I F S  

Solutions à : 5,O g/lOO ml 

7,5 g/iOO ml 

et 15,O G J ~ O O  m l  

Dissoudre 5 g de diphénylamine pure dans un mélange de 450 ml d'acide 

acétide pur et 50 ml d'acide sulfurique pur. 

Le réactif se conserve à 2 O  C et à l'obscurité. Si des cristaux se 

forment, on les redissoutpar chauffage dans un bain-marie tiède. 

Dissoudre 100 ug d'acide N-acétyl-neuraminique dans 1 ml d'eau bidistil- 

lée. Cette solution étalon est additionnée d'une goutte de SC1 concentré et 

de chloroforme et conservée à 2 O  C, 

III - D E V E L O P P E M E N T  DE L A  C O L O R A T I O N  

Dans des tubes à essais très propres, on introduit l'échantillon à doser 

et les solutions étalon et l'une des solutions ~'ATCA dans un volume final de 

300 u1. La conc&ntration finale. en ATCA doit être de 5 % (p/v) . 



Aux 300 c i l  de solution a in s i  obtenue, on a joute  0,6 ml du réac t i f  à l a  

diphénylamine . 
Les  tubes sont soigneusement a g i t é s  e t  placés au bain-marie boui l lant  

pendant 30 minutes. 

11s sont ensuite r e f ro id i s  e t  maintenus à l 'obscur i té  pendant 30 minutes. 

La mesure des absorbances e s t  effectuée à 530 nm e t  l a  coloration e s t  

s tab le  à l ' obscur i té  pendant 6 heures. 

I V  - RESULTATS 

Les d i f fé ren ts  acides s ia l iques  ne donnent pas à quanti té égale, l a  

même absorbance. 11 e s t  donc important de préc i se r  l a  composition de l a  solu- 

t ion  étalon l o r s  de l 'expression des r é su l t a t s ,  ou d ' u t i l i s e r  des solut ions  

contenant l e s  mêmes acides s ia l iques  e t  à concentrations identiques que l a  

solution à doser. 

La quanti ta d 'acides s ia l iques  totaux (en mg par m l )  est calculée par  

l a  formule suivante : 

où Ax = absorbance donnée par 1 ml de l a  solut ion à doser 

AlO0 = absorbance donnée par 100 cig d'acides sial iques.  



S E P A R A T I O N  DES A P O P R O T E I N E S  P A R  E L E C T R O P H O R E S E  

SUR G E L  DE P O L Y A C R Y L A M I D E  EN PRESENCE 

DE D O D E C Y L S U L F A T E  DE S O D I U M  (379) 

1 - P R I N C I P E  

Les protéines sont séparées par électrophorèse 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 moléculaire et la mobilité électrophorétique. 

II - R E A C T I F S  

- ~crylamide (p. a. 1 

- Phosphate monosodique (p. a. ) (H2 NaP04, 2H20) 

- Phosphate disodique (p. a. ) (HNa2 PO4 1 2H20) 

- Dodécylsulfate de sodium (p .a. ) (SDS) 

- Persulfate d'ammonium (p.a.) 

- NI N, NtI N1-tétraméthyléthylénediamine (p.a.) 
- Glycdrol bidistillé (p. a. ) 
- Lysozyme (Boehringer Mannheim France) 
- 1 sopropanol (p. a. ) 
- Acide acétique (p. a. ) 
- Amidoschwartz 10 B (p.a.) 
- Bleu de bromophénol (p.a.) 

III - A P P A R E I L L A G E  

- Cuve thermstatée pour électrophorèse sur gel de polyacrylami.de 
(Polyanalyst, Buchler ~nstruments::) reliée à un cryostat 

réglé à + 17O C. 

:: O.S.I., 15 rue de Javel, 75739 PARIS CEDEX 15 



- Tubes de verre de 75 mm de long, 7 mm de diamètre extérieur et 
5 mm de diamètre intérieur. 

- Dispositif d'agitation (Prolabo) . 

IV - MODE O P E R A T O I R E  

1) PREPARATION DES GELS 

Les compositions des différentes solutions utilisées pour la préparation 

des gels sont données dans le tableau 1. Elles se conservent à + 40'  C en 

bouteille sombre. 

La solution de gel est obtenue en mélangeant extemporanément 15 m i  de so- 

lution II avec : 13 ml de solution 1, 2 ml d'une solution de persulfate d'am- 

monium à 1 % (p/v) et 30 u1 de TEMED. 

Elle est coulée dans les tubes de verre sur 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 à température du laboratoire. Cette 

goutte d'eau est ensuite éliminée par absorption sur papier filtre. 

2) PREPARATION DU TAMPON D'ELECTROPHORESE 

Le tampon d'électrophorèse (solution III) est préparé suivant les indi- 

cations du tableau 1. Il se conserve à + 4O C et peut être utilisé pendant 

une semaine à raison de 2 migrations par semaine. 

3) PREPARATION ET DEPOT DES ECHANTILLONS 

Avant l'électrophorèse, 100 u1 d'une solution contenant 5 g de protéines 

Z f  par litre d'échantillon à analyser ou de solution protéique servant de réfé- 
v;y;:;r;"< x -  rence sont mélangés volume à volume avec une solution de SDS (à la concentra- 
' ' ?,. . i:, 

*:",ad. tion de 2 % p/v dans la solution II dilué au 1/51. 

Ce mélange est porté au bain-marie bouillant pendant 5 minutes, puis 

additionné d'une goutte de glycérol et d'une goutte d'une solution de bleu de 

bromophénol à 0,05 % (p/v) dans la solution II diluée au 1/5. Le glycérol évi- 

te, lors de la mise en route de l'électrophorèse, la diffusion des protéines 

dans le tampon et le hleu de hromophénol sert de témoin de migration. 

Une fraction aliqudte de 20 u1 du mélange ainsi obtenu, qui contient 

40 ug de protéines, est déposée au sommet du gel et les tubes sont remplis 

de tampon d'électrophorèse, avec précaution, de manière à ne pas mélanger les 

2 solutions. 



4) MIGRATION 

Les tubes sont introduits dans la cellule d'électrophorèse thermostatée, 

de manière à ce que leur extrêmité inférieure baigne 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 mR par tube 

pendant 4 h 30 à 5 heures, temps nécessaire pour que le bleu de bromophénol 

se situe à 10 mm environ de l'extrêmité inférieure du tube. 

5) COLORATION ET DECOLORATION 

Après démoulage, les gels sont colorés d'après une adaptation de la mé- 

thode de FAIRBANKS , sous une faible agitation dans une solution à 
. . 

0,01 % d'amidoschwartz dans l'isopropanol à 2,5 % contenant 10 % d'acide acé- 

tique ilacial. 

La décoloration s'effectue par diffusion dans de l'acide acétique à 

10 % sous agitation. Dans ces conditions, au bout de 48 heures, le fond des 

gels est parfaitement incolore. 

6) CONSERVATION 

Les gels peuvent être conservés, à l'abri de la lumière, dans de l'acide 

acétique à 7 % ou dans l'eau distillée. 

Tableau 1 : Composition des différentes solutions utilisées pour la prépara- 

tion des gels et du tampon d'électrophorèse, 
7 

III 
Tampon phosphate 
0,025 M- SDS 1 % 

PH 7,l 

g 

5115 g 

2 g 

- 2000 ml 

. 
1 

SOLUTIONS Solution 
d'acrylamide 

Acrylamide 22,s g 

Bis-acrylamide 0163 

Phosphate monosodique 

Phosphate disodique 

S D S  

Eau distillée q.s.p. 130 ml 

II 
Tampon phosphate 
0,05 M - SDS 2 % 

PH 7,l 

8,81 g 

5115 g 

2 g 

1000 ml 



V - RESULTATS 

L'analyse d'un mélange de lysozyme, d'antitrypsine, de sérumalbumine, 

de RNA-polymérase PI d'albumine d'oeuf et de chymotrypsine permet de vérifier 
l'existence d'une relation linéaire entre le logarithme du poids moléculaire 

et la mobilité électrophorétique de chacune des protéines. 

Le RM correspond à la mobilité électrophorétique rapportée à celle du 

lysozyme et choisie arbitrairement comme étant égale à 1. F+ 
Les correspondances suivantes sont obtenues : 

- 

R M P M 

Lysozyme 1 14 300 

Antitrypsine 0,89 2.1 500 

Sérumalbumine O ,42 68 O00 

RNA-polymérase P O, 10 160 O00 

Albumine d'oeuf 0,59 45 O00 

Chymotrypsine 0,77 25 O00 

L'électrophorèse de la lipoprotéine Lp(a) délipidée met en évidence les 

différentes apoprotéines entrant dans la composition de sa copule protéique 
115 

(~igure , page , tube C) . 
Par rapport à des migrations témoins de sérumalbumine et d'apo C 

(tubes A et B), les bandes de migration correspondant à ces 2 protéines sont 

facilement localisées (a, b) . 
Deux autres bandes (c et d) pourraient correspondre à l'apoprotéine 

~p(a) spécifique de la lipoprotéine- Elles possèdent des valeurs de RM de 

0,29 et 0,75 respectivement, et pourraient ainsi correspondre à des protéines 

de masse moléculaire respective 95.000 et 31.000. 



tube A : a l  bumi ne pure 

tube  B : Apo-B pure 

tube C : LP(a) d é l i p i d é e  

a : Apo-LP(a) ? 

b : Apo-LP(a) ? 

c : Apo-B 

d : Al bumine 

F igu re  45 

ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS 

de 1 'Apo Lp(a)  



A P P L I C A T I O N  DE L A  P R E C I P I T A T I O N  S E L E C T I V E  DES L I P O P R O T E I N E S  

PAR L E S  P O L Y A N I O N S  E T  DETERGENTS A  L A  Q U A N T I F I C A T I O N  

DES L D L  ET HDL P L A S M A T I Q U E S  (388) 

1 - P R I N C I P E  

Après fractionnement des l ipoprotéines par deux étapes de précipi ta t ion,  

l e  cholestérol  de chaque f rac t ion  e s t  dosé. A p a r t i r  des valeurs obtenues, l e  

taux de cholestérol  contenu dans l e s  HDL e t  l e s  LDL e s t  calculé. 

- Le principe de l a  précipi ta t ion e s t  résumé dans l e  schéma 1 

(page 1 . 
- Le dosage du cholestérol  e s t  effectué par chromatographie gaz- 

l iquide (appendice technique, page ) .  

II - R E A C T I F S  

1) SOLUTION DE LAURYLSULFATE DE SODIUM (SDS) 

. SDS... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 g 

. NaCl 0,15 M, pH 9,0 ............................... 100 m l  

La solution e s t  a jus tée  à pH 9 avec de l a  soude N. 

2 )  SOLUTION DE CHLORURE DE MANGANESE 

. MnC12 1 M...,..................................... 19,8 g 

...................... . Eau distillée.. . . . . . . . . . . . . .  100 m l  

3)  HEPARINATE DE SODIUM (Prolabo) 

111 - T E C H N I Q U E  

- Pour l a  séparation des HDL, 3 m l  de plasma sont mélangés avec 0,15 m l  

de solut ion de MnC12 e t  6 m g  d'héparinate de sodium. Après 24 h à 

+ 4O C, l e s  VLDL e t  l e s  LDL forment un préc ip i té  qu i  est éliminé par 

centrifugation à + 4O C e t  à 3000 g pendant 20 minutes, Le cholestérol  



PLASMA 

Précipitation par 1 'héparine 
e t  l e  chlorure de manganèse 

des LDL e t  des VLDL 

Préci p i  tation des VLDL 
par 1 e. SDS 

Recueil du surnageant ,r 

, Recuei 1 du sous- nageant 
après centrifugation après centrifugation 

e t  dosage du cholestérol e t  dosage du cholestérol 

- 1 ; :  k - 
> , . -  il. C ( H D L )  = C3 8~,n~~1.;:;5;,~,4 C I ' ; ~ ; ~ ?  -7 C 1 C (LDL + HDL) = Cl 

C3 = C (HDL) 

Cl - C3 = C (LDL) 

Schéma 1 

PRECIPITATION SELECTIVE DES 'LIPOPROTEINES 

@ ULIS. 



- Pour l a  séparation des VLDL e t  chylomicrons éventuels, 2 m l  de plasma I 
sont mélangés à 0.15 m l  de l a  solution de SDS e t  l e  mélange e s t  incubé 1 
2 h au bain-marie à 3 5 O  C. Après centrifugation à 3000 g pendant l 
15 minutes, l e  sous-nageant e s t  récupéré e t  l e  cholestéroi  e s t  dosé, 

s o i t  C l .  

I V  - CALCUL 

'HDL 
e s t  obtenu directement (C ) .  3 

'LDL 
= C (LDL + HDL) - C (HDL) s o i t  Cl - C3. 

<. I ' ,  
~ < $  - 
,,,!:.7 

8 7 3- 1 



DOSAGE S I M U L T A N E  D U  C H O L E S T E R O L  E T  D E S  G L Y C E R I D E S  

SUR A U T O A N A L Y S E U R  II (294) 

1 - P R I N C I P E  

A - DOSAGE DES GLYCERIDES 
y $ ? , i G L  La méthode de dosage des glycérides au moyen de l'autoanalyseur II 

GLYCERIDES 
saponification ':d )s': n ~ ; ~ ~ ~ ~ ~ ~  

oxydation 
) FOIFiIALDEHYDE 

en présence : - d'acétate d'ammonium 

Les glycérides des extraits lipidiques isopropanoliques sont saponifiés 

par la potasse alcoolique. Le glycérol libéré est oxydé en formaldéhyde par 

un réactif périodique. Le formaldéhyde est ensuite condensé avec les ions 

ammonium et l'acétylacétone en 3,5,diacétyl-1,4 dihydrolutidine fluorescente 

Après excitation à 405 nm, l'intensité de la fluorescence est appréciée 

à 485 nm. 

B - DOSAGE DU CHOLESTEROL 
Les extraits lipidiques isopropanoliques sont introduits dans du réactif 

de LIEBERMANN, puis chauffés à 60° C dans un bain-marie où. se produit le 

développement de la réaction colorée. 

La coloration verte obtenue? es$,luq à 630, 
n L  - * ,--$-, l$ ,A.-- ' 2  <:, . . , f E i 

,Q- ,''L 2 > c , +  < . ., ,,* MT 87,; ,. - - dl#-- 

REACTIFS 

1) REACTIF DE COLORATION W CHOLESTERûL 

A 600 ml d'anhydride acétique, ajouter lentement 300 ml d'acide acétïque 
;zi-.,, ,y , i\. - -. , '-' 4 ' , - -. . . , - $  - ,# ., ;> p ,>., , ; i,,t ),. : , ! : . v ' : ~ , * " ' : 7 '  - 8 . L  ,:.f:'=., , , ,-., ;-;' :,, / "  , .,; ;.d J" l~-F;fi:f&P-&! 

glacial,-.,~~b--~,~ =,- Nt..,' ,,p - ,. , . ,5 8 ,. , ,.Y. "a i , ,, ,+ s ~ 8 1  , , ,  -- m * ,  . . b..x - . ., ' -. Ab , - ,F;,?;,;/i,jwsxAg!J - A  K , ' ta v - 
! t 'p- 

,! . . 



Refroidir à + 4O C et ajouter avec précaution 100 ml d'acide sulfurique 
prérefroidi en mélangeant constamment. 

Stocker à + 4O C dans une bouteille sombre. 

2) ISOPROPANOL A 99 % (Merck 9634) 

Il doit être exempt d'aldéhyde. 

3) POTASSE 0,8 M 

. KOH.................................. 45 g 

. H20 distillée ...q. S.P................ 1000 ml 

4) REACTIF AU PERIODATE 

Dans une fiole jaugée de 1 litre : à 500 ml d'eau distillée ajouter 

lentement 115 ml d'acide acétique glacial. 

Dissoudre 5,4 g de periodate de sodium et compléter à 1 litre avec de 

l'eau distillée. 

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

Les additionner à 500 ml d'acétate d'ammonium 2 M amené à pH 6 avec 

de l'acide chlorhydrique 2 N. 

Compléter à 1 litre avec l'acétate d'ammonium 2 M de pH 6 et conserver 

en bouteille ambrée. 

Le réactif doit être préparé chaque jour. 

Moudre 200 g de zéolite et la laisser sécher une nuit à llQO C, 

Après 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 combinés servant aux dosages simultanés du 

cholestérol et des glycérides, sont préparées à partir d'une çolution-m5re 



de cholestérol  dans l ' isopropanol (à 5 g/l)  e t  de solutions de t r i o l é ine  dans 

l ' isopropanol contenant respectivement 50, 100, 150, 200 e t  300 mg de t r i o l é ine  

pour 100 m l  d'isopropanol. 

Procéder selon l e  schéma suivant : 

II - T R A I T E M E N T  D E S  SERUMS 

f 

Concentrations 

P ipe t te r  0 ,s  ml de sérum dans 9 , s  m l  d'isopropanol à 99 %. 

Solutions de Solution mère Isopropanol Cholestérol 
t r i o l é i n e  de cholestérol  

911 

1 0,5 ml O qsp 10 m l  O 

2 0,5 m l  O qsp 10 m l  O 

3 0,5 mi 0,1 ml qsp 10 m l  1 

4 0,5 m l  0,2 m l  qsp 10 m l  2 

5 0,5 m l  0,4 m i  qsp 10 m l  4 

r 

Agiter au Vortex 30 secondes. 

Ajouter 2 g de zéo l i t e  e t  a g i t e r  à nouveau 30 secondes au Vortex. 

Triglycérides 
911 

0,5 

1 

1 , 5 

2 

3 

Laisser déposer 30 minutes, en ag i tan t  toutes les 10 minutes. 
8 '  -2,. y " '  . 

Centrifuger e t  r e c u e i l l i r  l e  surnageant. && ,Fa7,&;-, , ,iJ,.''a2hx .,A 
- 1 6 ,  . 
3 

III - DOSAGE 

Le schéma de montage figure à l a  page suivante. 

- Pour l e  dosage des glycérides, é t a b l i r  l a  l igne de base sur l 'eau 

puis  sur  l e s  r éac t i f s  a f i n  de dépis ter  une fluorescence 

paras i te .  

- Pour l e  dosage du cholestérol ,  l a  l igne  de base e s t  é t a b l i e  sur 

l e  r éac t i f  avec de l ' isopropanol à l a  place de l 'échanti l lon.  

Dans l e s  deux cas,  l 'expansion d 'échel le  e s t  f a i t e  sur l ' é t a lon  l e  

plus concentré. 
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DOSAGE DU CHOLESTEROL T O T A L  E T  DU CHOLESTEROL L I B R E  

P L A S M A T I Q U E  PAR CHROMATOGRAPHIE GAZ L I Q U I D E  ( 1 4 )  

1 - P R I N C I P E  

Après extraction des l i p ides  e t  déphasage, l a  phase organique contenant 

l e  cholestérol  l i b r e  e s t  in jec tée  dans une colonne de verre contenant du Gas 

chrom Q 100/120 mesh imprégné de 3 % de phase apolaire O V 17. La séparation 

e s t  réa l i sée  à 260° C e t  l a  détection s e  f a i t  par  ionisat ion de flamme. Le 

p i c  correspondant au cholestérol  e s t  quant i f i é  par rapport au p i c  d'un é ta lon 

interne de cholestane. 

Le cholestérol t o t a l  e s t  dosé selon l e  même principe mais l e s  s té r ides  

sont saponifiés au préalable par  l 'hydroqde de tétraméthylammonium. 

II - A P P A R E I L L A G E  

1) Chromatographe équipé d'un détecteur à ionisat ion e t  couplé à un 

intégrateur.  

2) Colonne de verre (longueur 0,75 m, diamètre in terne 3,5 nmi). 

3) Seringues à in jec t ion  d'une contenance de 25 ~ 1 .  
. > I d  

,.;.n . ,,$, A C' %,& 

4 )  Bain-marie r ég l é  il 75' C. ;. , < .  L #,,O . , 1 ~ ; ~ I J , , L .  \ .i .,. 
( ~ i ,  r- , 

. , . ,I 

III - R E A C T I F S  

1) Acétate d'éthyle. 

2) Hydroxyde de tétraméthylammonium (TMH en solution à 20 % dans l e  

méthanol). 

3) Et-her éthylique, 

4) 1 sopropanol . 
5) Mgthanol. 

6) Chloroforme. 

7) 5 a cholestane (Sigma) . 



8) Solution d 'étalon interne : 

5 a cholestane.................................... 25 mg 

Ether éthylique ............................... 1,25 m l  

Dissoudre puis  compléter avec 

l ' isopropanol . . . . . q . ç . p . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 m l  

9) Réactif d 'extraction : 

Solution d 'é ta lon interne........................... 20 ml 

Méthanol............................................ 5 m l  

10) Réactif d 'extraction e t  de saponification : 

Solution d 'é ta lon interne........................... 20 m l  

TMH à 20 %......................................... 5 m l  

11) Cholestérol purissime (Baker conservé sous Argon). 

12) Solution de cholestérol  : 

. Solution mère à 13 m m o l / l  

Cholestérol......................................... 502 mg 

Isopropanol .....q. s.p............................. 100 m l  

. Solution de t r a v a i l  à 1,3 mmol/l 

Solution mère..............................,........ 5 ml I 

Isopropanol .....q. s.p.............................. 50 m l  

13) Préparation e t  conditionnement de l a  colonne : 

Avant l e  remplissage, l e  tube e s t  rempli de Glass-Treet 

(Touzart e t  Matignon), r incé avec du méthanol e t  chauffé à 100° C 

pendant une nui t .  Après mise en place de l a  phase s ta t ionnaire  

constituée de Gas-Chrom Q 100/120 me& imprégné de 3 % d'O V 17, 

l e s  extrémités du tube sont fermées avec de l a  l a ine  de verre 

si lanisée.  

La colonne e s t  conditionnée 1 heure à 290° C sans gaz vecteur 

puis deux jours à 260° C avec gaz vecteur ( N a ) .  

I V  - TECHNIQUE 

Dans des tubes à centrifuger de 15 m l  à bouchage hermétique, mesurer : 



b 

Etalonnage Dosage 

5,2 rnmol/l 10,4 mniol/l:: Total Libre 

Solution de cholestérol (ml) 

- à 1,3 ~ m ~ l / l  1 - - - 
- à 2,6 mmol/l - 1 - - 

Evaporer à sec 

Eau distillée (ml) 0,25 O, 25 - - 
Sérum ou plasma ( m l )  - - O, 25 0,25 

Réactif d'extraction et de 
1 1 1 - saponification (ml) 

Réactif d'extraction (ml) - - - 1 

w 

" : facultatif 

. Agiter pendant 10 secondes. 

. Placer à 75' C pendant 20 min. Refroidir. 

. Dans chaque tube mesurer : Acétate d'éthyle : 1,5 ml 
Eau distillée : 3,5 ml 

. Agiter, centrifuger pendant 5 min à 1000 xg, Recueillir le 

surnageant prêt à être injecté dans l'appareil, 

Les conditions de la chromatographie sont les suivantes : 

. Température de colonne : 260° C, 

. Température de l'injecteur : 290° C. 

. Température du détecteur : 30Q0 C. 

. Débit d'hydrogène : 45 mi/mn, 

. Débit d'air : 600 ml/mn. 

. Atténuation : 100x2 

. Volume injecté : 3 ~1 

V - CALCUL 

Sur le chromatogrmsme, après la réponse du détecteur au solvant, 

apparaissent successivement le pic de cholestane et celui du cholestérol 

en dernier 10 à 15 minutes après l'injection, 



fiCamir l e  rapport : 

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

Les concentrations mmolaires en cholestérol to ta l  e t  l ibre  sont 

obtenues selon les  formules : 

Cholestêrol to ta l  (en mmol / l )  = 
Skface du pic cholestérol to ta l  1,3 x 4 

X 
Surface du pic cholestane R 

Surface du pic cholestérol l ibre  1,3 x 4 
Cholestérol l ibre (en mmol/l) = x 

Surface du pic cholestane R 



. - 
DOSAGE C O L O R I M E T R I Q U E  A L'ORTHO-DIANISIDINE , ulL..,*- 14; 

D E S  COMPLEXES APO B - ANTI APO B - ANTI IMMUNOGLOBINES 

M A R Q U E E S  A LA P E R O X Y D A S E  

1 - PRINCIPE 

En présence de peroxydase, d'eau oxygénée, e t  de méthanol, l 'ortho- 

dianisidinelincolore sous l a  forme réduite,passe à l a  forme oxydée, dévelop- 

pant une coloration jaune dont l e  maximum d'absor$tion e s t  à 405 nm. 

II - REACTIFS .. i 1. , Y 

Tr-. *, #4 5 
Lr -i) TAMPON PBS + TWEEN - 

La composition e s t  l a  suivante : 

.............................. . Tween 20 0 , s  g 

. Eau d is t i l l ée . . . .  ..................... 990 m l  

. Tampon phosphate 1 M pH 7,2...... ..... 10 m l  

. NaC1 .................................. 9 g 

2) REACTIF DE REVELATION 

Tampon PBS 

Ajouter dans l ' o rd re  : 

. 0,6 ml de tampon phosphate 1 M p H  6, 

. 0,6 m l  d'eau oxygénée a 0,3 % (p/v) , 

. 58,8 m l  d'eau d i s t i l l é e ,  

. 0,5 m l  d'une solution d 'orthodianisidine à 10 mg/ml de méthanol. . 

III - M E T H O D E  

Laver l e s  tubes 3 f o i s  avec 1,2 m l  de tampon PBS + Tween ; puis  dans 

chacun d'entre-eux incorporer 1 m l  du réac t i f  de révélation,  

Faire un blanc r éac t i f .  



Laisser l e s  tubes 1 heure à température ambian~e. 

Stopper l a  réaction e t  ajouter 1 goutte d'HC1 5 N. Agiter. 

Lire à 405 nm e t  f a i r e  au moins 4 lectures par tube. 

IV - RESULTATS 

Une droite d'étalonnage C = k A (A = absorbante e t  C = concentration) 

permet de r e l i e r  directement l'absorbance lue dans l e s  tubes de dosage aux 

taux d'Apo B q u ' i l s  contiennent. 
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P R E P A R A T I O N  DU SORBANT C E L L U L O S E - y  G L O B U L I N E S  A N T I - A P O  B 

POUR L E  DOSAGE DE L ' A P O  B  PAR L A  METHODE " S A N D W I C H "  

1  - P R I N C I P E  

Le couplage cellulose-protéines est effectué par l'intermédiaire du 

bromure de cyanogène selon les chémas réactionnels suivants : 

(cellulose) (cellulose activée) 

24 heures à 
température ambiante 

OU 

3 jours à 4 O  C 
(protéines) sous agitation 

II - METHODE 

1) ACTIVATION DE LA CELLULOSE 

- Mélanger 1 g de cellulose microcristalline et 10 ml d'eau distillée. 
- Ajouter sous agitation 30 ml d'une solutuon de CNBr à 1 g/30 ml. 

- Ramener et maintenir le pH à 10,5 avec de la soude 1 M pendant 

8 à 10 minutes. 

- Laver immédiatement avec 400 ml de NaHC03 0,005 M froid. 

2) COUPLAGE DES PROTEINES 

- Mélanger 1 g de cellulose activée et 3 à 4 mg de protéines 

(correspondant à 0,2 ml de gamma-globulines précipitées et 

ramenées au volume initial de sérum).. 

Z r  -... 
I I - .  



- Diluer avec 40 m l  de NaHC03 0 , l  M. 

- Laisser 24 heures à température ambiante ou 3 jours à 4O C sous 

ag i t a t ion .  

3) LAVAGES DU SORBANT 

Laver sur  entonnoir en verre f r i t t é  de p o r o s i t é  15 microns, successive- 

ment avec : 

. 200 m l  de NaHC03 O ,  1 M 

. 200 m l  de NaHC03 0,5 M 

. 200 m l  de tampon acé ta te  O,1 M pH 4 

. 200 m l  de PBS contenant 0,05 % (p/v) de Tween 20 (Laisser en 

contact  1/2 heure sous l égère  a g i t a t i o n ) .  

. 200 m l  de tampon A. 

Pour l e  dosage, d i l u e r  1 g de sorbant  dans 40 m l  de tampon A. 

Le sorbant peut  se conserver à - 20° C pendant 6 mois. 

Préparation du tampon A ....................... 
Na2HP04, 12 H O.............,..,............. 12,7 g 2 
KH2P0 4....................................... 2 g 

NaCl......................................... 9 g 

Tween 20.....,............................... 0,5 m l  

EDTA..................................... 4 g 

NaN3 ......................................... 0,s  g 

Eau d i s t i l l é e  ...q. s.p........................ 1 1 



P R E P A R A T I O N  D E S  A N T I C O R P S  P U R S  A N T I - A P O  B PAR 

I M M U N O A D S O R P T I O N  SUR S E P H A R O S E  A C T I V E  (385) 

1 - P R I N C I P E  

Après couplage sur du sépharose de protéines Apo B par l'intermédiaire 

du bromure de cyanogène, selon le principe précédemment décrit, et lavages 

de l'immunoadsorbant ainsi préparé, on effectue une fixation réversible des 

anticorps spécifiques anti-Apo B sur l'immunoadsorbant par sjmple contact 

à température ambiante. 

Après un lavage abondant destiné à éliminer toutes les substances fixées 

non spécifiquement, la dissociation des immuns-complexes est ensuite réalisée 

sur colonne ou en solution après centrifugation, a pH acide. La solution 
d'anticorps obtenue est très vite ramenée à un pH voisin de la neutralité. 

I I  - R E A C T I F S  

- Sépharose préactivé par du bromure de cyanogène (Pharmacia Fine 
Chemicals) . 

- Tampon bicarbonate de sodium (NaHC03) 0,i M en solution NaCl 0,s M. 
- Solution aqueuse d'éthanolamine MI pH 8. Le pH est ajusté avec de 

l'HC1 fumant concentré. 

- Tampon acétate de sodium O,1 Mt pH 4. Le pH est ajusté avec de 
l'acide acétique concentré. 

- Tampon tétraborate de sodium 0,l Mt NaCl M pH 8. Le pH est ajusté 
avec de l'HC1 concentré. 

- NaCP 0,5 M en eau distillée. 
- Tampon PBS 0,i M I  pH 7,4 : 

.............................. . PO Na2 HI 12 H2Q 27 g 4 
. PO4 Na H2# 2 H O............................... 4 g 2 
. NaCl. ............................,,,............ 8 g 

. Azide de Na. ................................... 200 mg 

. Eau distillée ...q. s.p.......................... 1 1  



- Tampon glycocolle 0,2 M - HC1 concentré, pH 2,8. I 
- Solution de K2HP04 1 M en tampon PBS, pH 7,4 (se  prépare extemporanément). 

I I I  - METHODE 

1) PREPARATION DU' SORBAW 

- Mettre 1 g de Sépharose préactivé à gonfler dans 30 à 40 m l  d'HC1 

1 0 - ~  M pendant 15 minutes. 

- Déposer sur verre f r i t t é  de porosi té  1-2 microns. 

- Faire passer 170 ml d 'HCL 1 0 - ~  M puis  100 m l  de tampon NaHC03 O,  1 M 
l 

NaCl 0,5 M. Chacun de ces volumes do i t  ê t r e  ajouté de façon 

discontinue e t  l 'opérat ion do i t  durer environ 15 minutes à 

chaque fois .  

Le couplage des protéines Apo B d o i t  a lo r s  ê t r e  f a i t  de su i te .  

2) COUPLAGE DES PROTEINES APO B 

- Mettre en contact 10 à 20 mg d'Apo B par gramme de ge l  sec. 

- Agiter doucement ( év i t e r  1 'agi ta t ion magnétique) 2 heures à tempér 

ambiante ou 1 nu i t  à 4 O  C. ?? ..- 
i .. I 

- Laver avec 100 ml de tampon NaHC03 0 , l  M NaCl 0,5 M. 

- Bloquer l e s  s i t e s  a c t i f s  encore l i b r e s  avec une solution d'éthanolamine 

M pH 8 à raison de 20 m l  par gramme de g e l  sec par  simple contact 
l 

e t  agi ta t ion pendant 2 heures à température ambiante. 

- Laver 3 f o i s  alternativement avec : 

100 m l  de tampon acéta te  de Na 0 , l  M NaCl M pH 4 

e t  100 m l  de tampon borate de Na 0,1 M NaCl M pH 8. 

- Terminer par un lavage avec une solution de NaCl 0,5 M. 

3) PREPARATION DES ANTICORPS 

- Mettre en contact 3 m l  d'inmunoadsorbant (correspondant à 1 g de 

ge l  sec) e t  2 ml d'immunsérum de lapin smti-Apo B préala- 

blement décomplémenté . 
- Agiter doucement à température ambiante pendant 1,5 - 2 heures. 



Toute la suite de la manipulation s'effecti: a 4- 3 dans une petite 

colonne de verre. 

ir?& - Laver abondamment avec du tampon PBS jusqu'à obtention dans l'élualL- 
d'une densité optique nulle. 

- Faire passer lentemant 2 fois 30 ml de tampon glycocolle-~~~l 0,2 M 

pH 2,8. Les éluats sont récupérés directement sur une solutior. 

de K2HP04 1 M en tampon PBS pH 7,4,  puis ajustés à pH tieutre. 

- Dialyser la solution d'anticorps contre du sérum physiologique puis 
@ $:;i.&g contre le tampon carbonate-bicarbonate 0 , l  M pH 8 , 5 -  ,=> . maki 

- Concentrer et répartir en fractions de faible volume. 
Les anticorps purs se gardent en solution dans le tampon carbonate- 

, hicarbonate à - 20' C en présence d'azoture de sodium à 1 O/,, (p/v) cFJ+y 
-;,1*-; h 8 

, .c i  . , . , . . ." d * ' - l  . - - + .' ", . J ;  ,.,-.# 'J;-,,',L;.,, 7 t  
I 1 -  I . ., +>:. i' - ;.,;;.y -: -- -., >'.<' ; , < , + . ,!!) ; 

fl ,, , ., i;, .:r ';',- ! -- ;;,,$ ., <,: ,,:, ,;,: ,. < ' y i : I  > - .  : ,',$; !$'y;: ':#: - .  f , ,..(,,- , m . ~ , ~ . h n  . . a~ . r - . -  , ,+ , , jv 'jql!i-i)~.,? .rd1. - .# 5,;F,.:h!$i!.;+:. 



M A R Q U A G E  D E S  A N T I C O R P S  P U R S  A N T I - A P O  B 

A  L A  G L U C O S E - O X Y D A S E  (248) 

1 - P R I N C I P E  

Le principe que nous u t i l i sons  f a i t  appel à l 'oxydation par  l e  périodate 

de sodium des groupements a-di01 présents dans l a  molécule de glucose-oxydase. 

Les  fonctions aldéhydiques formées peuvent s e  conjuguer avec l e s  groupe- 

ments aminés des protéines,  e t  former des bases de Schiff rédui tes  enf in  par 

du borohydrure de sodium. 

L e s  schémas réactionnels sont l e s  suivants : 

enzyme -Q 

enzyme 0 

I 
Anticorps 

enzyme 

C c = o  
' 1  I 

H 
O 

BH4Na enzyme 
/ 

II - R E A C T I F S  

- Tampon acéta te  de sodium 0,1 M pH 5,6 : mélanger volume à volume 

une solution d 'acéta te  de Na O,1 M e t  d'acide acétique 0,1 M. 

Ajuster à pH 5,6 si nécessaire (se  prépare l a  v e i l l e ) .  

ution de métapériodate de sodium (NaIO4) 0 , l  M dans de l ' e au  

d i s t i l l é e  (se  prépare extemporanément) . 



- Solution d'éthylène glycol O,l6 M dans de l ' eau  d i s t i l l é e .  

- Tampon carbonate-bicarbonate de sodium 0,1 M pH 8,5 : mélanger 

volume à volume une solution de Na2m3 0 , l  M e t  une 

solution de NaHCO3 0,1 M. Ajuster à pH 8,5 s i  nécessaire. 

- Borohydrure de sodium (NaBH4) en poudre. 

- Tampon phosphate-citrate 0 , l  M pH 5,6 : 

. Acide c i t r ique  ................................. 8,82 g 

. Na2HP04, 2H O.................................. 14,952 g 2 
Eau d i s t i l l é e  ...q. S.P.......................... 1 1 . .  

Ajuster l e  pH s i  nécessaire. 

I I I  - METHODE 

- Dissoudre 10 mg de glucose oxydase (Boehringer Mannheim, 210  mg 
Grade 1) dans 1 m l  de tampon acétate de Na pH 5,6. 

- Ajouter 0,2 m l  de l a  solut ion de métapériodate de Na e t  ag i te r  

(agi ta t ion magnétique) pendant 2 heures dans un bain de 

glace e t  à l ' a b r i  de l a  lumiëre. 

- Ajouter 0,3 m l  de l a  solut ion d'éthylène glycol e t  a g i t e r  pendant 

1 heure température ambiante. 

- Dialyser contre 4 l i t r e s  de tampon carbonate-bicarbonate 0, l  M 

pH 8,5 à 4O C. 

- Ajouter 5 mg d 'anticorps purs préalablement dia lysés  également contre 

du tampon carbonate-bicarbonate e t  l a i s s e r  à température ambiante 

pendant 5 - 6 heures. 

- Ajouter 4 mg de NaBH4. Laisser à 4' C pendant 3 heures. 

- Dialyser à 4O C pendant une nwlt contre 4 l i t r e s  de PBS e t  déposer 

sur colonne (2,5 x 100 cm) de Séphadex G-200 superfine 

équil ibrée en tampon PBS. 

- Rassembler l e s  f rac t ions  correspondant au conjugué ( é lua t  du 

l e r  p ic)  e t  concentrer. 

- Stab i l i s e r  dans une solut ion d'ovalbumine (10 q / m l  de solut ion '  

d'anticorps) e t  conserver en f ract ions  de f a i b l e  volume à 

- 20° C,  en présence dlazoture de Na (1 O/,, - p/v) pendant 

14 mois). 

L'. ' , - .  . . , i .  : . I . . ,  .i . , 

. . 



APPLICATION DE L'IMMUNODIFFUSION R A D I A L E  SELON LA M E T H O D E  

MANCINI (236) AU DOSAGE DE L'APO B DANS L E  SERUM 

1 - PRINCIPE 

Une d i f fus ion  simple de l ' an t igène  e s t  e f fec tué  dans un g e l  d 'agar 

auquel e s t  incorporé préalablement un immunsérum mnospécif ique.  

Une réac t ion  antigène-anticorps se développe, e t  il y a formation 

d'un anneau de p r é c i p i t a t i o n  dont l e  carré du diamètre e s t  directement 

proportionnel à l a  concentration en antigène. 

II - METHODE 
Nous avons u t i l i s é  des plaques d'immunodiffusion M-Partigen P-lipopro- 

t é i n e  p rê tes  à l 'emploi  (Behringwerke) . Les é ta lons  LP-B e t  l e s  sérums à 

doser sont  d i l u é s  dans du sérum physiologique. 

La gamme d'étalonnage est é t a b l i e  avec d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  r é p a r t i e s  

régulièrement e n t r e  14 e t  140 mg d'apo B/100 m l ,  e t  les sérums sont  dosés 

purs  ou d i lués  au 1/2. 

5 v 1  de chaque é ta lon  e t  de sérum s o n t  i n t r o d u i t s  dans les p u i t s ,  e t  

après 3 jours de d i f fus ion  en atmosphère humide, on mesure l e  diamètre de 

l 'anneau de p r é c i p i t a t i o n  formé au moyen d'une loupe. 

III - RESULTATS 

Le taux dlApo B des sérums étudiés  (en mg pour 100 m l )  e s t  ca lculé  

directement a p a r t i r  de l a  d r o i t e  d'étalonnage é t a b l i e  en repor tant  les 

ca r rés  des diamètres de  p réc ip i t a t ion  (exprimés en mm2) des é ta lons  en 

fonction des concentrations d'antigène. 



I M M U N O E L E C T R O P H O R E S E  S E L O N  L A  M E T H O D E  D E  L A U K E L L  (214) 

A P P L I C A T I O N  AU DOSAGE D E  L A  L p ( a )  L I P O P R O T E I N E  E T  

D E S  A P O P R O T E I N E S  B E T  A 1 DANS L E  SERUM 

Une séparation électrophorétique de l'antigène est effectuée dans 

un gel d'agar auquel on incorpore préalablement un ixnnunsérum monospécifique. 

Une réaction antigène-anticorps se développe pendant la migration 

de l'antigène. Il y a formation d'un pic de précipitation dont la hauteur est 

proportionnelle à la concentration en antigène. 

II - R E A C T I F S  

1) SOLUTION TAMPON 

. Dissoudre 20,6 g de véronal sodé et 3,s g de véronal acide dans 

environ 4 litres d'eau distillée, 

. Ajuster le pH à 8,6 avec de la soude ou de l'acide acétique, puis 

compléter il 5 litres avec de l'eau distillée. 

SOLUTION D'AGAROSE A 1 % (p/v) DANS LE TAMPON 

. Dissoudre par chauffage au bain-marie bouillant : 
Agarose Serva..,. ................................... 1 g 

..................... Solution tampon pH 8,6........, 100 ml 

AZotUre de sodium.. ................................. 0,l g 

3) SOLUTION C O L O R A W  

. Dissoudre 5 g de bleu de Coomassie dans le solvant suivant : 
~lcool 95 o......................,.................... 450 ml 
Acide acétique ...................................... 100 ml 

....................................... Eau distillée 450 m l  

. Laisser reposer une nuit à température amhiante, 

. Filtrer et conserver a l'abri de la lumière. 



4) SOLUTION DECOLORAMi% 

. Mélanger : 
Alcool éthylique 95O................... ............. 450 ml 

Acide acétique ..................................... 100 ml 
Eau distillée. ...................................... 450 ml 

- - 
4 - ---,-, , 7 , - .  

. I I  _ 
8 8 

. . 
' 8  I I - I  

I I I  - A P P A R E I L L A G E  

- Plaques de verre (20,5 x 11 cm) . 
- Table horizontale réglable. 
- Bain-marie réglé à 54' C + 1' C. - 
- Emporte-pièces de 3 mm de diamètre. 
- Microseringue de 5 u1. 
- Chambre d'électrophorèse comprenant 2 bacs à électrodes et une 

plaque réfrigérée par serpentin à circulation d'eau 

(Behring Institute, 10 rue Clément Marot, PARIS 75008). 

- Siphon pour l'égalisation des niveaux du tampon. 
- Redresseur de courant avec voltmètre. 

IV - METHODE 

1) CONFECTION DES PLAQUES 

Sur les plaques dégraissées à l'éther, on coule une "couche d'imprégna- 

tion" (une goutte de la solution d'agarose à 1 % étalée au pinceau) destinée 

à retenir le gel lors des lavages, Le gel de séparation est ensuite préparé 

en incorporant à la solution d'agarose préalablement amenée à la température 

de 55O C, l'immunsérum spécifique anti-Lp(a) , anti-Apo B ou anti-Apo A-1 de 
façon à obtenir une concentration finale respective de 2,2 et 3 % en inmiun- 

sérum. 

30 ml de ce gel sont coulés par plaque, et celle-ci est portée au 

réfrigérateur pendant environ 10 minutes, 

On creuse ensuite des puits de 3 mm de diamètre, espacés d'environ 6 mm. 



2) LAVAGE ET DESSICATION DU GEL 

. *  , a)  Séchage du gel  . , -------------- 
Lorsque l 'électrophorèse e s t  a r rê tée ,  l e  ge l  de l a  plaque e s t  recouvert 

d'une f e u i l l e  de papier buvard pendant 10 à 15 min. 

b) Elimination des protéines excédentaires ....................................... 
E l l e  s 'ob t ien t  par l e s  lavages suivants : 

- 2 lavages successifs pendant 15 min. dans une solut ion de NaCl 0 , l  M. 

- 1 lavage pendant 15 min. dans de l ' eau  d i s t i l l é e .  

c) Dessication du ge l  ------------------ 
Aprgs séchage du ge l  obtenu comme précédemment, l a  plaque est portée 

dans une 6tuve vent i lée  à a i r  chaud (60° C ) .  Lorsque l e  g e l  e s t  bien déssé- 

ch6, l a  plaque e s t  ramenée à température ambiante. 

3) COLORATION 

La coloration des p ics  de précipi ta t ion e s t  obtenue par inmersion de 

l a  plaque pendant 10 minutes dans l a  solution colorante. 

4 ) DECOLORATION 

La décoloration du fond nécessite le passage de l a  plaque dans 3 bains 

successifs de l a  solution décolorante ; chaque rinçage demande environ 

10 minutes. 

V - RESULTATS 
- 

Les taux d'antigènes des sérums étudiés (en mg/lOO m l )  sont calculés 

directement a p a r t i r  de l a  d ro i te  d'étalonnage é tab l ie  en reportant  l e s  

hauteurs en mm des p ics  étalons en fonction des quanti tés d'antigène incor- 

porées. 

1) PREPARP-TION DES ETALONS ET DES SERüMS A DOSER 

a) Pour l e  dosage 'de l a  Lp (a) .......................... 
Le  taux de protéines de l a  solut ion lipoprotéique pur i f iée  e s t  déter- 

miné par  dosage selon l a  méthode de LOWRY ( ) .  Le coeff ic ient  de transfor- 

mation en taux de LP e s t  de 2,8. 



Une gamme dnétalonnage est réalisée en incorporant différentes quantités 1 
connues de cette solution standard à un sérum choisi arbitrairement mais 

Lp(a-1 . 
Une gamme d'étalonnage est ainsi réalisée ; elle correspond à 25, 50, 

75 et 100 mg de Lp(a) pour 100 ml de sérum. 

Les sérums à doser sont purs ou dilués au 1/2 dans le tampon de migration. 1 
b) Pour le dosage des apoprot6ines ............................... 
Une gamme d'étalonnage est réalisée en effectuant différentes dilutions 

dans le tampon de migration d'ün sérum standard lyophilisé reconstitué en 

eau distillée et préalablement dosé en Apo B et A-1 (pages et 1. 

Cette gamme correspond respectivement à des concentrations dnApo B et 

dlApo A-1 réguliSrement réparties entre 30 et 150 et 20 et 95 mg pour 100 m l  

de sérum. 

Les sérums à doser sont dilués au 1/2 dans le tampon de migration. 

2) MIGRATION 

La migration se fait à + 4 O  C, à raison de 3 volts/cm, pendant 24 heures, 

16 heures et 5 heures respectivement pour la Lp(a), 1'Apo B et 1'Apo A-1. 
I 



1 - PRINCIPE 

DELIPIDATION DES HDL ( 6 0 )  

La dglipidation des HDL e s t  réa l i sée  par un mélange éthanol-éther sa turé  

en eau à 4 O  C I  qui va préc ip i te r  l e s  protéines e t  garder en solution l e s  d i f -  

f é ren ts  l ipides.  

Afin d ' év i te r  au maximum des per tes  de protéines,  cel les-c i  sont préala- 

blement précipi tées  par  lyophil isation.  

Les solvants u t i l i s é s  sont re f ro id i s  e t  conservés à - 2û0 C pendant 

toute  l a  manipulation. 

II - METHODE 

Des fract ions  de HDL correspondantes à 10 mg de protéines sont lyophi- 

l i s é e s  e t  délipidées par  ag i ta t ion  dans 20 m l  d'un mélange éthanol-éther : 

3/1 (v/v) pendant 1 nu i t ,  

3/2 (v/v) pendant 2 heures, 

1/1 (v/v) pendant 2 heures, 

puis  dans de l ' é t h e r  seul. 

Entre chaque étape, l e s  protéines sont sédimentées au fond des tubes 

par  une centrifugation a 4OC e t  à 5000 tours/minute pendant 20 minutes. 

Le solvant contenant l e s  l i p ides  e s t  prélevé t r è s  doucement à l a  

p ipe t t e  . 
Le dernier lavage a l ' é t he r  réclame cer ta ines  précautions, e t  il f a u t  

a jou te r  t r è s  lentement l ' é t h e r  sur  l e  culot  protéique en ayant soin d ' év i te r  

au maximum s a  remise en suspension, puis a centrifuger de suite.  

Le préc ip i té  e s t  r ep r i s  dans l e  tampon de so lub i l i sa t ion  e t  pour que 

cel le-c i  s o i t  aussi  quant i ta t ive  que possible, il n ' e s t  que partiellement 

séché sous azote,  l ' é t h e r  res tan t  é t a n t  élimïné ensuite par simple évapora- 

t ion.  



ELECTROPHORESE SUR GEL DE P O L Y A C R Y L A M I D E  

E N  M I L I E U  UREE D E S  A P O P R O T E I N E S  D E S  H D L  

(selon l a  méthode de KANE (200) décrite pour l a  séparation e t  l e  dosage 
des apoprotéines des VLDL) 

1 - R E A C T I F S  

1) Tétraméthylurée (1, 1, 3, 3) 

. ~edistillée chaque mois, elle est stockée sous azote à 

l'obscurité à + 4 O  C. 

. Dilué au 1/5 avec de l'eau distillée avant l'utilisation 
(la solution doit avoir un pH compris entre 6 et 7). 

2) Acrylamide 

3) Bis acrylamide 

4) Urée (pure) 

5) Tris 

6) Glycocolle 

7) Amidoschwarz 

8) Persulf ate d ' ammonium 

9) Ribof lavine 

10) TEMED (tétraméthyléthylènediamine) 

11) Tubes de verre de 6 mm de diamètre interne et de 130 mm de hauteur. 

T E C H N I Q U E  

1) PREPARATION DES VLDL 

10 à 20 m l  de sérum sont soumis à une centrifugation de 15.000 tours/mn 

pendant lh30 m. Après éliminatïon des chylomicrons éventuels, les VLDL sont 

séparées et lavées par ultracentrifugation menée pendant 18 heures à 

40.000 tours/mn à une densité de 1.006 (ultracentrifugeur Beckman, rotor 

Ti 50). 



2)  PREPARATION DES GELS 

a) Gel in fé r ieur  ------------- 
Mélanger à p a r t i e s  égales une solution aqueuse contenant 0,4 g/ml d'acry- 

lamide e t  0,011 g/ml de bis-acrylamide avec une solution tampon T r i s  2 M con- 

tenant 0,003 m l / m l  de TEMED, ajustée à pH 9 , l  avec HC1. 

Ajouter à c e t t e  solution 0,64 g/ml d 'urée e t  f i l t r e r .  

Mélanger à p a r t i e s  égales l e  f i l t r a t  avec une solution de persu l fa te  

d'ammonium 6,25 x 1 0 - ~  M additionnée d 'urée  à raison de 0,64 g/ml. 

Couler l e  gel  immédiatement sur une hauteur de 80 mm e t  a jouter  quelques 

gouttes d'eau au-dessus de l a  solution pour év i t e r  l a  formation d'un ménisque 

l o r s  de l a  polymérisation qu i  s e  f a i t  en 45 mn environ à l a  température du 

laboratoire.  

b) Gel supérieur ------------- 
Mélanger à p a r t i e s  égales une solut ion aqueuse contenant 0,133 g/ml d'acry- 

lamide e t  0,011 g/ml de bis-acrylamide avec une solution tampon Tr i s  0,24 M 

contenant 0,0013 m l / m l  de TEMED, a jus tée  à pH 6,7 avec HC1. 

Ajouter à c e t t e  solution 0,64 g/ml d'urée e t  f i l t r e r  (solution 1). 

Mélanger à p a r t i e s  égales une solutuon aqueuse contenant 0,0027 mg/ml de 

riboflavine e t  une solution de persulfa te  d ' m n i u m  4,5 x  IO-^ M. Ajouter à 

c e t t e  solution 0,64 g/ml d'urée (solution II) . 
Mélanger à p a r t i e s  égales l e s  solut ions  1 e t  II e t  couler l e  ge l  immédiate- 

ment sur une hauteur de 15 mm. Après addit ion de quelques gouttes d'eau, l a  

polymérisation e s t  obtenue par exposition à l a  lumière u l t rav io le t te .  

3) DELIPIDATION DES YLDL 

50 à 200 ~1 d'une solution de YLDL contenant environ 1,s mg de protéine/ml 

sont déposées au-dessus du gel  supérieur e t  mélangées à un volume égal de té t ra -  

méthylurée. Après 15 minutes à température ambiante, on ajoute 1/10 de volume 

d'une solution de saccharose à 80 %. 

4) ELECTROPHORESE 

Le tampon du compartiment supérieur de l a  cuve e s t  un tampon Tr i s  0,0425 M I  

glycocolle 0,0465 M de pH 8,91. 
b 

Le tampon du compartiment in fé r ieur  e s t  un tampon Tr i s  0,12 M amené à pH 

8,07 avec HC1. 
d4 



PCV= pmsa& ~ a v r e  le bon dCrroUlea9ieiant: da! 1'41m~fiWf"&s% un tube t 6 k i n  

est obtenu en M p s a n t  en harlt du qel un volutrrs c3e tétram&thylu&s identique à 

celui  de^ autres tubes, 50 ~1 & bliéiiu ds bramaphénol a O,Q01 % e t  1/10 de vo- 

lume de saccharose à 80 0 .  

La rniga=at&an s 'effectue sous me intensik4 constants de 1 ,25 mA par tube 

de gel jusqu'8 ce que la bande tBmb & bleu de bromphén~l pén8tre dans l e  

gel inférieur puis sous une in temi t6  cunatante de 2,5 ma par tube de gel. 

L'électrophor8se est arrêtde quand l a  bande témoin est à 10 nmi du bas du tube. 

En fin de migration, les prot6ines résiduelles qui n'ont pas péngtré dans 

l e  gel sont Bliminées par lavage a L'eau. 

bémouler l e s  gels. Fixer e t  crolorer l e s  protdines par ilmersion aan9 une 

solution de méthanol-eau-acide acBtique (5/5/1J contenant 1 % d'amidoschwarz. 

La d6coloration e s t  obtenue ii, l ' a i& d'une solution d'ercida aaétique à 3 % 

(vlv, . 
Pntêgrer l e s  bandes a llabde d'un âensftomètre appropriê. 

I I I  - RESULTATS 

La  figure ci-dessous donne un exemple de l a  séparation obtenue 

Apo A-1 

Apo A - I I  

C I 1  

C I I I -  1 
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