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



INTRODUCTION 

Une d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s d u  système nerveux c e n t r a l  est son e x t r a o r d i -  

n a i r e  r i c h e s s e  en l i p i d e s  q u i  l e  d i s t i n g u e ,  à l ' i n s t a r  du t i s s u  ad ipeux ,  d e s  

a u t r e s  t i s s u s  d e  Mammifères. En e f f e t  l e s  l i p i d e s  r e p r é s e n t e n t  p l u s  d e  l a  

m o i t i é  du p o i d s  s e c  du ce rveau  et s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  d e s  l i p i d e s  s t r u c t u r a u x  

non é n e r g é t i q u e s  q u i  p a r t i c i p e n t  à l ' é l a b o r a t i o n  d e s  membranes n e u r o n a l e s ,  d e s  

g a i n e s  d e  myé l ine  e t  s o n t  donc i n d i s p e n s a b l e s  au bon fonct ionnement  c é r é b r a l .  

Ces l i p i d e s  c é r é b r a u x  s o n t  c o n s t i t u é s  d e  deux g r a n d s  t y p e s  d ' a c i d e s  g r a s  : 

- d 'une  p a r t  d ' a c i d e s  g r a s  s a t u r é s  e t  monoinsa tu rés  pour l a  s y n t h è s e  

d e s q u e l s  l e  système nerveux  possède t o u s  l e s  sys tèmes enzymat iques .  Cependant 

c e r t a i n e s  é t u d e s  o n t  mont ré  que pour c e s  a c i d e s  g r a s  un a p p o r t  exogène, v a r i a -  

b l e  s u i v a n t  l ' é t a p e  du développement c é r é b r a l  é t a i t  n é c e s s a i r e .  

- d ' a u t r e  p a r t  d ' a c i d e s  g r a s  p o l y i n s a t u r é s  ou AGPI q u i  peuvent ê t r e  syn- 

t h é t i s é s  à p a r t i r  d e s  a c i d e s  g r a s  e s s e n t i e l s  pu i sque  l e  système nerveux à l ' i n s -  

tar  du f o i e ,  possède les enzymes d ' é l o n g a t i o n  e t  de  d é s a t u r a t i o n  n é c e s s a i r e s  à 

l e u r  syn thèse .  

T o u t e f o i s  l e s  enzymes c l e f s  de  l a  s y n t h è s e  d e s  a c i d e s  g r a s  p o l y i n s a t u r é s  

s o n t  t r è s  a c t i f s  d è s  les premiers  mois du développement c é r é b r a l  ; p u i s  l e u r  

a c t i v i t é  n e  f a i t  que d é c r o î t r e  pour ê t r e  i n s i g n i f i a n t e  à l ' â g e  a d u l t e .  P a r  

c o n t r e  les m ê m e s  enzymes h é p a t i q u e s  o n t  une é v o l u t i o n  i n v e r s e .  Après l a  p é r i o d e  

d e  m y é l i n i s a t i o n ,  les AGPI s o n t  s y n t h é t i s é s  p ra t iquement  exclus ivement  au n i -  

veau du f o i e .  Une c a p t a t i o n  dlAGPI h é p a t i q u e s  d é v e r s é s  dans  l a  c i r c u l a t i o n  

semble ê t r e  l a  source  majeure  dlAGPI pour  l e  ce rveau .  

Nous nous  sommes i n t é r e s s é s  au t r a n s p o r t  d e s  a c i d e s  g r a s  v e r s  l e  sys tème 

nerveux c e n t r a l  c a r  s i  d e  nombreuses é t u d e s  o n t  permis  d ' é l u c i d e r  l e  mécanisme 

d e  passage  d e s  s u c r e s  e t  d e s  a c i d e s  aminés v e r s  l e  c e r v e a u ,  les mécanismes m i s  

en  j e u  pour l a  c a p t a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  s o n t  encore  inconnus.  En e f f e t  l e s  

m o d a l i t é s  de  c e t  a p p o r t  l i p i d i q u e  à t r a v e r s  l a  b a r r i è r e  hémato-encéphalique 

s e r o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s  d e  c e l l e s  q u i  c a r a c t é r i s e n t  un endothél ium a r t é r i e l ,  

pu i sque  l e  système c a p i l l a i r e  c é r é b r a l  e s t  d é f i n i  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  j o n c t i o n s  

serrées e n t r e  l e s  c e l l u l e s  e t  p a r  l a  r a r e t é  d e s  v é s i c u l e s  d ' endocy tose .  



P l u s i e u r s  problèmes se p o s a i e n t  à nous e t  en  premier  l i e u  l e  cho ix  du 

t r a n s p o r t e u r  s é r i q u e .  D i v e r s e s  macromolécules t e l l e s  que l e s  l i p o p r o t é i n e s  

ou l a  sérum albumine peuvent  s e  c h a r g e r  en  a c i d e s  g r a s  e t  l e s  v é h i c u l e r  j u s -  

qu ' a u  cerveau.  

Les t r a v a u x  d e  NOWELOT e t  c o l l .  r e l i a n t  régime et r é p a r t i t i o n  d e s  a c i d e s  

g r a s  p o l y i n s a t u r é s  dans  les l i p o p r o t é i n e s  d e  r a t  o n t  o r i e n t é  n o t r e  choix' v e r s  

l ' é t u d e  du r ô l e  d e s  HDL d a n s  l e  t r a n s p o r t  d e s  a c i d e s  g r a s  v e r s  l e  ce rveau .  D e  

plus c e s  l i p o p r o t é i n e s  o n t  l a  p a r t i c u l a r i t é  d ' ê t r e  r i c h e s  en p h o s p h o l i p i d e s  

très i n s a t u r é s .  

Af in  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  les m o d a l i t é s  d e s  t r a n s f e r t s  l i p i d i q u e s  e n t r e  

l e  sang e t  l e  ce rveau  nous  avons  c h o i s i  d ' u t i l i s e r  d e s  l i p o p r o t é i n e s  dont  

l ' a c i d e  g r a s  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  p o r t e  une sonde f l u o r e s c e n t e ,  l e  7-chloro-4- 

nitrobenzo-2-oxa-1,3 d i a z o l e  ou NBD. Dans un p remier  temps nous avons v a l i d é  

c e  modèle de  v e c t e u r  l i p i d i q u e  s u r  d e s  membranes p l a q u e t t a i r e s ,  a f i n  de  l ' u t i -  

l i s e r  i n  v i v o .  Des é t u d e s  i n  v i v o  chez l e  ra t  en  p é r i o d e  de  m y é l i n i s a t i o n  o n t  

permis  d e  d é f i n i r  les phénomènes d e  c a p t a t i o n  e t  d ' échanges  l i p i d i q u e s  au n i v e a u  
' du t i s s u  c é r é b r a l  a p r è s  i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  d e  l i p o p r o t é i n e s  chargées  e n  

phosphol ip ides  p o r t e u r s  d e  l a  sonde f l u o r e s c e n t e .  

S i  l e s  HDL s e r v e n t  d e  v e c t e u r s  l i p i d i q u e s  pour l e  cerveau e t  a s s u r e n t  un 3 
c e r t a i n  approvisionnement e n  AGPI, e l l e s  se t r o u v e n t  c o n f r o n t é e s  à l a  s é l e c t i v i t é  

d e  l a  B.H.E. q u i  r é g u l e  les échanges  e n t r e  l e  sang et  l e  c e r v e a u  

A une é t u d e  s u r  l a  s é l e c t i v i t é  d e s  t r a n s f e r t s  d ' a c i d e s  g r a s ,  nous avons pré-  

f é r é  une é t u d e  d e s  mécanismes q u i  c o n d i t i o n n e n t  les échanges l i p i d i q u e s  e n t r e  

les  l i p o p r o t é i n e s  e t  l e  c e r v e a u .  Les  q u e s t i o n s  g é n é r a l e s  q u i  s e  p o s a i e n t  é t a i e n t  

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

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

c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  de  c a p i l l a i r e s  c é r é b r a u x  comparables  à c e l l e s  d é c r i t e s  

pour  d ' a u t r e s  endo.théliums et impl iquan t  d e s  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  ? 

- q u e l l e s  s o n t  l e s  m o d a l i t é s  d e  t r a n s f e r t  d e s  l i p i d e s  d e s  l i p o p r o t é i n e s  

v e r s  l a  c e l l u l e  e n d o t h é l i a l e  dont  l e s  mécanismes d ' endocy tose  e t  d e  t r a n s c y t o s e  

s o n t  p resque  i n e x i s t a n t s  ? 



Ces mêmes q u e s t i o n s  s e r o n t  posées  dans  l e  c a d r e  d 'une  p e r t u r b a t i o n  d e s  

échanges l i p i d i q u e s  e n t r e  l e  sang et l a  b a r r i è r e  h é m a t o - e ~ ~ c é p h a l i q u e  q u i  

c a r a c t é r i s e  l a  xanthomatose cé rébro- tend ineuse .  

Ces é t u d e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  s u r  d e s  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  d e  c a p i l l a i r e s  

cé rébraux  en  c u l t u r e .  Nous avons r e c h e r c h é  lVexis :ence  d 'un r é c e p t e u r  s p é c i f i -  

que pour l e s  HDL e t  d é f i n i  l e s  évènements i n t r a c e l l u l a i r e s  ( i n t e r n a l i s a t i o n  3 
et dégrada t ion)  q u i  peuvent ê t r e  impl iqués  d a n s  l ' approv i s ionnement  c é r é b r a l  

en a c i d e s  g r a s .  
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1 - ANATOMIE DE LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE (B.H.E.) 

Les informat ions  a c t u e l l e s  su r  l a  b a r r i è r e  hémato-encéphalique (B.H.E.) 

r é s u l t e n t  de  recherches  d é j à  anciennes. En e f f e t  dès  1885, ERLICH o b s e r v a i t  

qu 'après  i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  à de p e t i t s  animaux, c e r t a i n s  c o l o r a n t s  

a t t e i g n a i e n t  tous  l e s  organes sauf  l e  cerveau,  e t  il conc lua i t  que l e  cer -  

veau p r é s e n t a i t  une a f f i n i t é  pour l e s  c o l o r a n t s  i n f é r i e u r e  à c e l l e  d ' a u t r e s  

t i s s u s .  C e t t e  e x p l i c a t i o n  é t a i t  pour tan t  e r ronée  c a r  l ' i n j e c t i o n  d i r e c t e  d e  

Bleu Trypan dans l e  l i q u i d e  céphalo-rachidien (L.C.R.) de l a p i n s  e t  d e  ch i ens  

c o l o r a i t  l a  t o t a l i t é  du cerveau sans  passer  dans l e  sang, de  s o r t e  que l e s  

a u t r e s  t i s s u s  n ' é t a i e n t  pas  a t t e i n t s  (GOLDMAN, 1909). I l  é t a i t  a i n s i  démontré 

que l e  système nerveux c e n t r a l  (S.N.C.) é t a i t  i s o l é  du sang par  une s o r t e  d e  

b a r r i è r e .  Ce t t e  no t ion  d ' o b s t a c l e  pe rme t t a i t  aux phys io log i s t e s  d ' e x p l i q u e r  

c e r t a i n s  r é s u l t a t s  i n t é r e s s a n t s  mais t r o u b l a n t s  obtenus p l u s i e u r s  années aupa- 

r avan t ,  t e l s  que l e s  p e r t e s  de conscience et l e s  comas observés l o r s  d ' i n j e c -  

t i o n s  i n t r ac ran iennes  d ' a c i d e s  b i l i a i r e s  ou d e  fe r rocyanure  d e  sodium, pour- 

t a n t  non neurotoxiques l o r s q u ' i l s  sont  véh icu lé s  par  l e  sang, et pour l e s q u e l s  

l e  concept d'une pe rméab i l i t é  p a r t i c u l i è r e  des  p e t i t s  va isseaux  cérébraux 

a v a i t  é t é  avancé (BIELD e t  KRAUS, 1898, LEWAN.DOWSKY, 1900). 

La v i s i o n  que l ' o n  peut  a v o i r  actuel lement  d e  l a  B.H.E.. e s t  d i f f é r e n t e .  

En e f f e t  s i  l ' o n  peut  conserver  l e  terme d e  b a r r i è r e ,  il convient d e  l e  com- 

prendre non comme un o b s t a c l e  purement mécanique mais comme une i n t e r f a c e  

r é g l a n t  l e s  échanges e n t r e  l e  sang e t  l e  S.N.C. (HAW e t  LEFAUCONNIER,,1983). 

C e t t e  r égu la t ion  comporte l a  r e s t r i c t i o n  ou l a  f a c i l i t a t i o n  du passage d e  

d i f f é r e n t e s  substances dans  un sens  ou dans l ' a u t r e .  De p lus ,  c e  terme d e  

b a r r i è r e  d o i t  également t e n i r  compte de t o u t e s  l e s  i n t e r f a c e s  comprises e n t r e  

l e  sang, l e  l i q u i d e  céphalo-rachidien (L.C.R.) e t  l e  cerveau ( f i g u r e  1 ) .  

T ro i s  i n t e r f a c e s  sont  a i n s i  d é f i n i e s  : 



FIGURE 1 : BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE AU SENS LARGE DU TERME. 

LIQUIDE 3 ,ESPACE EXTRACELLULAIRE 
CEPHALO-RACHIDIEN. CEREBRAL 

1 : BARRIERE HEiMATO-ENCEPHALIQUE 

2 : BARRIERE HEMATO-iMENINGEE 

3 : BARRIERE EPENDYiMAIRE ET PIO-GLIALE 



FIGURE 2 : ULTRASTRUCTURE D'UN CAPILLAIRE CEREBRAL. 
( d'après Goldstein et Betz, 1986) 

~OLONGEMENT PEDICU& 
D'UN ASTROCYTE 



- l a  première e n t r e  l e  sang e t  l e  cerveau correspond à l a  b a r r i è r e  

hémato-encéphalique l o c a l i s é e  au niveau des  c a p i l l a i r e s  cérébraux,  

- l a  seconde e n t r e  l e  sang e t  l e  L.C.R. correspond à l a  b a r r i è r e  

hémato-méningée s i t u é e  au niveau des  p lexus  chors rdes  e t  des  v i l l o s i t é s  arach- 

noldiennes,  

- e t  en f in ,  c e l l e  e n t r e  l e  parenchyme e t  l e  L.C.R. d é f i n i t  l a  b a r r i è r e  

épendymaire et p i o g l i a l e .  

Pour chaque i n t e r f a c e  c e s  systèmes d'échanges sont  spéc i f iques .  

Ces i n t e r f a c e s  sont  in te rdépendantes  e t  t o u t e  mod i f i ca t ion  d 'un des  

mi l ieux  e n t r a î n e  d e s  r épe rcuss ionssu r  les a u t r e s  mil ieux.  

T.2 B.H.E. : SON ANATOMIE 

Le premier o b s t a c l e  e n t r e  l e  sang et l e  cerveau e s t  l e  c a p i l l a i r e  

cé réb ra l .  

Ces c a p i l l a i r e s  cérébraux f o u r n i s s e n t  l e  support  anatomique de  l a  B.H.E. 

Toutefo is  l a  complexité morphologique de  c e t t e  s t r u c t u r e  rend d é l i c a t e  l a  dé- 

f i n i t i o n  anatomique de  c e t t e  b a r r i è r e  sang-cerveau. 

1.2.1 Le c a p i l l a i r e  c é r é b r a l  : sa s t r u c t u r e  .................................... 
- 

Très  t ô t  GOLDMAN (1909) a v a i t  supposé que l e s  c a p i l l a i r e s  cérébraux 

c o n s t i t u a i e n t  l ' é lément  anatomique d e  l a  B.H.E., mais c e t t e  hypothèse n e  f u t  

confirmée qu'avec l ' a p p a r i t i o n  d e  l a  microscopie é l e c t r o n i q u e  en 1950. 

Les c a p i l l a i r e s  sont  c o n s t i t u é s  ( f i g u r e  2) d'une monocouche de  c e l l u l e s  

e n d o t h é l i a l e s  reposant  s u r  une lame b a s a l e  doublée p a r f o i s  d 'une seconde 

couche p l u s  ex t e rne  de  pé r i cy t e s ,bo rdés  eux-aussi pa r  une lame b a s a l e  en con- 

t i n u i t é  avec c e l l e  des  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  (HADJISKY, 1980).  La lame b a s a l e  

e s t  d é l i m i t é e  du c ô t é  parenchyme c é r é b r a l  par  une couche ininterrompue d 'as -  

t rocy te s .  



1.2.1.1 Les c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  cérébraux ---------------------------------------------------.- 

Ces c e l l u l e s  d 'aspec t  fusiforme,  s e  c a r a c t é r i s e n t  morphologiquement par  

(HM e t  LEFAUCONNIER, 1983) : 

a : l e u r  r i c h e s s e  en mitochondries  

b : l a  r a r e t é  d e  l e u r s  v é s i c u l e s  

c : l ' absence  de  canaux t ransendothé l iaux  dans des  cond i t i ons  phvsio- 

log iques  normales 

d : e t  l a  présence de jonc t ions  s e r r é e s  i n t e r c e l l u l a i r e s  

A c e s  q u a t r e  c r i t è r e s  anatomiques q u i  f o n t  l ' o r i g i n a l i t é  d e  l a  B.H.E. 

s ' a j o u t e n t  des  c a r a c t è r e s  biochimiques. 

a) Richesse e n  mitochondries ......................... 
Les mitochondries  son t  p l u s  abondantes dans les c a p i l l a i r e s  cérébraux 

que dans les c a p i l l a i r e s  du muscle s q u e l e t t i q u e .  Souvent s i t u é e s  dans l a  rég ion  

p é r i n u c l é a i r e ,  elles pour ra i en t  témoigner d 'une a c t i v i t é  métabolique u a r t i c u -  

l ièrement  i n t e n s e  (OLDENDORF e t  c o l l . ,  1977).  

b) Vésicules  e n d o t h é l i a l e s  
------*---------------- 

Ces v é s i c u l e s  o n t  pour o r i g i n e  l e s  phénomènes de  uinocytose e t  d 'endocytose 

par  récepteurs .  

A l ' i n v e r s e  des  a u t r e s  c a p i l l a i r e s  de  l 'organisme où l e s  v é s i c u l e s  endo- 

t h é l i a l e s  s o n t  t r è s  nombreuses et jouent un r ô l e  important dans l a  perméabi l i té ,  

e l l e s  son t  t r è s  r a r e s  dans l e  S.N.C.. Leur nombre e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  f a i b l e  

dans l a  r ég ion  v o i s i n e  d e  l a  lumière v a s c u l a i r e  du c a p i l l a i r e  c é r é b r a l  

(REESE e t  KARNOVSKY, 1967).  Quelques v é s i c u l e s  recouver tes  ont  é t é  d é c r i t e s  

par  HEMMINGS e n  1980 mais  l e u r  e x i s t e n c e  e t  l e u r  rôle r e s t e n t  à démontrer. 



c)  Canaux t ransendothé l iaux  ........................ 
Dans c e r t a i n s  c a p i l l a i r e s  ex t racérébraux ,  l e s  v é s i c u l e s  n ' appa ra i s sen t  

l i b r e s  dans l e  cytoplasme q u ' e n ' r a i s o n  d ' inc idences  de  coupes. E l l e s  f o n t  

en r é a l i t é  p a r t i e  d 'un système complexe d ' i nvag ina t ions  r ami f i ée s  en r e l a -  

t i o n  avec les deux s u r f a c e s  des  c a p i l l a i r e s  correspondant aux canaux t r ans -  

endothél iaux.  Dans l e s  c a p i l l a i r e s  du S.N.C., l a  présence d 'au thent iques  

canaux t r ansendo thé l i aux  n ' a  jamais é t é  démontrée, t o u t e f o i s  i l s  pourra ien t  

e x i s t e r  dans c e r t a i n e s  cond i t i ons  pathologiques provoquant l ' o u v e r t u r e  de  

l a  B.H.E. (BEGGS e t  WAGGENER, 1976). Ces images doivent  cependant être i n t e r -  

pré tées  avec  précaut ion  en fonc t ion  d e  p o s s i b l e s  a r t é f a c t s  i n d u i t s  l o r s  de  

l ' i n j e c t i o n  des  t r a c e u r s  e t  l o r s  de  l a  f i x a t i o n  d e s  t i s s u s .  

d) Jonc t ions  i n t e r c e l l u l a i r e s  .......................... 
Dans les c a p i l l a i r e s  cérébraux a d u l t e s  l e s  j onc t ions  i n t e r c e l l u l a i r e s  

correspondent t o u j  ou r s  à des  "zonulae occludentes"  appelées  également j onc- 

t i o n s  s e r r é e s  ou t i g h t  j unc t ions  r e l i a n t  de  façon cont inue  chacune des  ce l -  

l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  à ses v o i s i n e s  (BRIGHTMAN e t  REESE, 1969, DERMIETZEL, 

1975, STAEHELIN e t  HULL, 1978). 

En cryodécapage, les f e u i l l e t s  ex t e rnes  de  l a  memmane plasmique d e  cha- 

aune des  c e l l u l e s  ad j acen te s  p a r a i s s e n t  fus ionner  et l ' e space  e x t r a c e l l u l a i r e  

d i s p a r a î t  (BOWMAN e t  c o l l . ,  1981 , 1984). 

e )  Fac t eu r  VIII/Von Willebrand e t  c o q s  de Weibel Palade .................................. ------------------ 
Comme t o u t e s  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s ,  les c e l l u l e s  de  c a p i l l a i r e s  cérébraux 

s e  c a r a c t é r i s e n t  par  l a  présence de  marqueurs biochimiques b i en  d é f i n i s  dont 

l e  f a c t e u r  V I I I .  C 'es t  une g lycopro té ine  in te rvenant  dans l ' adhérence  pla- 

q u e t t a i r e .  Il e s t  s y n t h é t i s é  par  l e s  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  e t  l e s  mégacaryo- 

cy t e s  avant  d ' ê t r e  s é c r é t é  dans l e  plasma (DREYFUS, 1988). C e  marqueur t y p e  

des  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  a  é t é  r e t rouvé  dans l e s  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  d e  

c a p i l l a i r e s  cérébraux i s o l é s  d e  r a t  e t  de  vache (PHILLIPS e t  c o l l . ,  1979),  

mais également dans l e s  c u l t u r e s  p r ima i r e s  de  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  de  cap i l -  

l a i r e s  cérébraux  de rat (BOWMAN e t  c o l l . ,  1981). Les corps d e  Weibel Pa lade  

probablement impliqués dans l e  s tockage du f a c t e u r  V I 1 1  sont  t r è s  abondants 

dans l e s  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  de  g r o s  va isseaux  et des  c a p i l l a i r e s  immatures 



( K W  e t  c o l l . ,  1980). Ils sont  pratiquement absen t s  des  c e l l u l e s  endothé- 

l i a l e s  de  c a p i l l a i r e s  cérébraux humains e t  i n e x i s t a n t s  chez l e  boeuf 

(HERRLINGER e t  c o l l . ,  1974, HIRANO, 1974).  

f )  Non trombogénici té  e t  p ros t acyc l ine  .................................. 

Deux a u t r e s  c a r a c t è r e s  s p é c i f i q u e s  des  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  cor res -  

pondent à l a  non-trombogénicité de  l e u r s  s u r f a c e s  (BOOYSE e t  c o l l . ,  1975) et 

à l a  product ion de  p ros t acyc l ine  ou PGI prévenant l ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  2 
e t  f a c i l i t a n t  l e  f l u x  sanguin (MACLOUF'et BELLUCI, 1986) . C e s  deux c a r a c t è r e s  

ont  é t é  r e t rouvés  au niveau des  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  cérébraux 

( B O W  e t  c o l l . ,  1981, MAURER e t  c o l l . ,  1980) . 

g) Autres  c a r a c t è r e s  biochimiques ............................. 
L'angiotensin convert ing enzyme ou A.C.E. q u i  c o n v e r t i t  l ' a n g i o t e n s i n e  1 

en angio tens ine  II e s t  un pu i s san t  agent  vasocons t r i c t eu r  p ré sen t  dans l e s  

c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  y compris c e l l e s  du cerveau (GIMBRONE e t  c o l l . ,  1979). 

P l u s i e u r s  p ro t é ines  s p é c i f i q u e s  ont  é t é  i d e n t i f i é e s  dans l e s  c e l l u l e s  

e n d o t h é l i a l e s  d e  c a p i l l a i r e s  cérébraux t e l l e s  que : 

- l a  monoamine oxydase ou M.A.O. .(BERTLER e t  col l . , ,  1966),  

- l a  gammaglutamyltranspeptidase ou gamma G T (GHANDOUR et c o l l . ,  1980, 

BETZ e t  c o l l . ,  1980),  

- l a  phosphatase a l c a l i n e  (RENKAIJEK et c o l l . ,  1976) ,  

- une p r o t é i n e  de46KD s p é c i f i q u e  des  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  de  

l a  B.H.E. E l l e  e s t  absen te  des  neurones, des  c e l l u l e s  g l i a l e s  et  

des  c a p i l l a i r e s  d ' a u t r e s  t i s s u s  (PARDRIDGE e t  c o l l . ,  1986) 

- une s é r i e  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  d e  14-18 KD e t  d e  50-55 KD (PARDRIDGE 

e t  c o l l . ,  1985, 1986).  



1.2.1.2 Environnement péri-endothélial .............................. 

a) Lame basale ou membrane basale .............................. 

La lame basale d'environ 5 nmd'épaisseur entoure les cellules eniiothé- 

liales et les péricytes des capillaires. Elle comporte des glycoprotéines 

de structure, du collagène et des protéoglycannes. Des activités enzymatiques 

telles que la nucléoside phosphatase ou la phosphatase alcaline y ont été 

trouvées et pourraient être d'origine endothéliale ou péricytaire (LEE, 1982). 

b) Péricytes --------- 

Les péricytes sont des cellules dont les contours présentent de nombreux 

prolongements. 11s sont localisés dans l'espace péri-endothélial et entourés 

par la lame basale dédoublée. Ils comportent très fréquemment des corps denses 

d'origine lysosomiale témoins d'une activité phagocytaire élevée (KRISTENSSON 

et OLSSON, 1973). 

c) Astrocytes ---------- 
Les astrocytes ont une forme caractéristique en étoile en relation avec 

l'existence de longs prolongements pédiculés. Ils forment une couche cellulaire 

relativement continue autour de la membrane basale. Les jonctions interastro- 

cytaires sont exclusivement de types "gap". Ce sont des jonctions focales, 

non serrées et non étanches fermant incomplètement l'espace extracellulaire 

(PETERS et coll., 1976, LEE, 1982) 

1.2.2 B.H.E. : une spécialisation cellulaire ' ...................................... 

La complexité structurale des capillaires cérébraux rend délicate 

l'identification précise du support anatomique. Seul. le développement de la 

microscopie élec.troiiique apportera une réponse. 



a )  C e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  : base  r é e l l e  de  l a  B.H.E. ................................................. 

Comme l e s  c a p i l l a i r e s  cérébraux sont  en con tac t  très é t r o i t  avec l e s  

p i eds  d ' a s t r o c y t e s  q u i  r ep ré sen ten t  p l u s  de  90% de  l a  composition du cap i l -  

l a i r e  c é r é b r a l ,  SCHALTENBRAND e t  BAILEY en 1928 émirent l 'hypothèse  que l e s  

a s t r o c y t e s  r e p r é s e n t a i e n t  l e  support physique d e  l a  B.H.E. 

La mise au po in t  de molécules t r aceuses  d é t e c t a b l e s  en microscopie 

é l ec t ron ique  permit  de  c o r r é l e r  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  de  c a p i l l a i r e s c é r é b r a u x  

e t  s i è g e  anatomique de  l a  B.H.E. A i n s i  l a  micropéroxydase de R a i f o r t  (MM : 

1800) ap rè s  i n j e c t i o n  in t r ave ineuse  ne  s e  r e t r o u v e  que dans l a  lumière du 

c a p i l l a i r e .  A 1' i n v e r s e  l o r s q u t  e l l e  est i n j  e c t é e  directement  dans l e  L.C .R. ,  

e l l e  d i f f u s e  lentement  e n t r e  les a s t r o c y t e s  jusqu'aux jonc t ions  interendo- 

t h é l i a l e s  sans  ê t r e  a r r ê t é e s  par  l a  lame b a s a l e  e t  sans  s u b i r  de  t r a n s f e r t  

v é s i c u l a i r e  v e r s  l a  lumière sanguine (DELORME e t  c o l l . ,  1975, VAN DEURS, 1980).  

Sa d i f f u s i o n  e s t  a l o r s  bloquée au niveau des  j onc t ions  s e r r é e s  des  c e l l u l e s  

endo thé l i a l e s  d e  c a p i l l a i r e s  cérébraux, démontrant a i n s i  s a n s  ambiguité l e  

r ô l e  des  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  dans l ' exp res s ion  de  l a  B.H.E. 

b) Rôle de  l 'environnement @r i - endo thé l i a l  ........................ --------------- 

D'une manière généra le ,  l a  lame b a s a l e  n e  semble pas i n t e r v e n i r  dans 

l e s  phénomènes d e  d i f f é r e n c i a t i o n  d e  l a  B.H.E. De p l u s  son r ô l e  e n t a n t  qu 'é lé -  

ment de  l a  b a r r i è r e  e s t  cont roversé .  En e f f e t  c e t t e  lame b a s a l e  ne  p a r a î t  pas  
CI e t r e  un o b s t a c l e  au  t r a n s f e r t  de  l a  micropéroxydase (DELORME e t  c o l l . ,  1975, 

VAN DEURS, 1980) a l o r s  q u ' e l l e  s 'oppose au passage de l a  f e r r i t i n e  i n j e c t é e  

dans l e  L.C.R. La membrane b a s a l e  du c a p i l l a i r e  c é r é b r a l  p o u r r a i t  donc jouer  

l e  r ô l e  de  f i l t r e  pour l e s  substances d e  poids molécula i re  t r è s  é l evé  dans 

l e  sens  t i s s u s  nerveux-sang, a l o r s  que de  t e l l e s  molécules sont  a r r ê t é e s  par  

l e s  j onc t ions  i n t e r e n d o t h é l i a l e s  l o r s q u ' e l l e s  son t  dans l a  lumière v a s c u l a i r e  

(BRIGHTMAN, 1 9  65) . 
Le r ô l e  des  p é r i c y t e s  e s t  actuel lement  encore t r è s  mal connu. Ces ce l -  

l u l e s  sont  capables  d ' i n t e r n a l i s e r  l a  p lupa r t  des  t r a c e u r s  q u e l l e  que s o i t  

l a  v o i e  d ' i n j e c t i o n  (VAN DEURS, 1980). Grâce à c e t t e  importante  a c t i v i t é ,  l e s  

p é r i c y t e s  pour ra i en t  s e r v i r  de  b a r r i è r e  d e  défense  en c a s  d e  r u p t u r e  l o c a l e  

de  l a  B.H.E. (BROADWELL, 1981). 



c )  Rôle des  a s t r o c y t e s  ------------------- 

S i  de  nombreuses observa t ions  soul ignent  l e  r ô l e  c a p i t a l  des  a s t r o c y t e s  

dans l e  développement d'une B.H.E. opé ra t ionne l l e  au niveau des  c e l l u l e s  endo- 

t h é l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  cérébraux,  il semble ac tue l lement  b i en  é t a b l i  q u ' i l s  

ne  cons t i t uen t  pas au sens  s t r i c t  l e  support anatomique de l a  B.H.E. (BRADBURY, 

1979) . 

B.H.E. : un c a r a c t è r e  i n d u c t i b l e  ............................... 

a) Ontologie de  l a  B.H.E. ...................... 
Pendant l a  g e s t a t i o n  l e s  c a p i l l a i r e s  sanguins foe taux  forment p rog res s i -  

vement dans l e  S.N.C. un plexus v a s c u l a i r e  (BRADBURY, 1979)- 

Chez l e s  Mammifères, l e s  c a p i l l a i r e s  cérébraux possèdent dans l e s  premiers  

s t a d e s  de  développement, les  mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  que l e s  c a p i l l a i r e s  non 

cérébraux et permettent  l e  l i b r e  échange e n t r e  l e  sang e t  l e  S.N.C. de molécules  

dont l a  t a i l l e  n 'excède pas c e l l e  de l 'a lbumine.  

Pu i s  l e  système de b a r r i è r e  avec t o u t e s  s e s  p a r t i c u l a r i t é s  a p p a r a î t  pro- 

gressivement.  Dans d i v e r s e s  espèces,  l ' a c q u i s i t i o n  des  p r o p r i é t é s  r e s t r i c t i v e s  

de  l a  B.H.E. e s t  souvent l i é e  à l a  na issance .  A i n s i  chez l'homme, e l l e s  appa- 

r a i s s e n t  pendant l a  v i e  f o e t a l e  e t  pour l e  r a t  peu a p r è s  l a  na issance .  ' 

La maturat ion de  l a  B.H.E. chez l e s  Mammifères co inc ide  avec l a  phase 

c r i t i q u e  du développement c é r é b r a l  marquée par  l 'augmentat ion de  d i v e r s e s  a c t i -  

v i t é s  enzymatiques ou l a  r ami f i ca t ion  des  d e n d r i t e s  par  exemple (BRADBURY, 1979). 

b )  B.H.E. : une p r o p r i é t é  i n s t a b l e  ............................... 

P l u s i e u r s  mécanismes peuvent e n t r a î n e r  l ' o u v e r t u r e  t r a n s i t o i r e  de l a  

B.H.E.. 



. Ouverture des jonctions interendothéliales 

La destabilisation de ces jonctions a été démontrée à la suite de : 

- fortes radiations (OLSSON et coll., 1975) 

- hyperosmolarité (HICKS et coll., 1976) 

- hypertension (RAPOPORT, 1976) 

RAPOPORT en 1976 a suggéré que le mécanisme responsable de la rupture 

des jonctions serrées était le rétrécissement des cellules endothéliales 

après injection d'urée 3 M + arabinose 1 M et formation de pores permettant 
ainsi un mouvement des grosses molécules. 

Si beaucoup d'auteurs sont convaincus de l'ouverture des jonctions 

serrées dans certaines conditions, ces résultats demeurenttoutefois contro- 

versés (WESTERGAARD, 1980) . 

. Augmentation de transfert vésiculaire 
 augmentation de transfert vésiculaire peut être induite par : 

- l'hyperosmolarité (BRIGHTMA?, et coll., 1973) 
- 1'AMP cyclique (J00, 1972) 
- la sérotonine (WESTERGAARD, 1977) 
- et de nombreux processus pathologiques (VAN DEURS, 1980) 

En effet l'injection intracarotidienne d'une solution d'urée 3 M chez 

le lapin entraîne une augmentation des vésicules de pinocytose (BRIGHTMAN 

et REESE, 1973), témoignant ainsi de l'ouverture de la B.H.E. 

. Apparition de canaux transendothéliaux 
L'apparition de canaux transendothéliaux a été observée dans : 



- l ' hype r t ens ion  sévère  (HANSSON e t  c o l l . ,  1975) 

- l e s  b l e s s u r e s  cé réb ra l e s  (POVLISHOCK e t  c o l l . ,  1981) 

- l e s  oedèmes secondai res  aux r a d i a t i o n s  u l t r a v i o l e t t e s  (SASAK 

e t  c o l l . ,  1977) '  

- l e s  p répa ra t ions  en cryodécapage d e  cerveaux d e  l é z a r d  hypergly- 

cSmiques (SHIVERS, 1978) 

Ces phénomènes sont  i s s u s  d'une augmentation des  phénomènes d 'endocytose 

accompagnés d'une f u s i o n  v é s i c u l a i r e  donnant a i n s i  na issance  à des  canaux 

t ransendothé l iaux  q u i  per turbent  l e  fonctionnement de  l a  B.H.E. 

Ces f a i t s  ind iquent  donc clairement  que l a  phys io logie  de l a  B.H.E. q u i  

repose s u r  l a  présence de jonc t ions  s e r r é e s  e t  l ' absence  de pinocytose e s t  un 

c a r a c t è r e  induct  i b l e  . 
Cet t e  i nduc t ion  a  l i e u  au cours du développement c é r é b r a l ,  e t  l e  c a r a c t è r e  

i n d u i t  e s t  modi f iab le .  I l  semble ac tue l lement  que l e s  p ieds  des  a s t r o c y t e s  

s o i e n t  en majeure p a r t i e r e s p o n s a b l e s d e  ce  phénomène d ' induct ion .  

c) Hypothèse d'une induct ion  ......................... 

Déjà en 1967 DAVSON s p é c u l a i t  s u r  l e  r ô l e  des  p ieds  d ' a s t rocy te s  dans  

l ' i n d u c t i o n  des  p r o p r i é t é s  de  l a  B.H.E. P l u s i e u r s  f a i t s  sont  en faveur  de c e t t e  

hypothèse : 

- l a  matura t ion  physiologique de l a  B.H.E. chez l e  r a t  co lnc ide  avec  

l a  matura t ion  des  c e l l u l e s  g l i a l e s  e t  des  membranes basa l e s ,  

- l a  d e s i n t é g r a t i o n  de  l a  membrane b a s a l e  dans l e s  c e l l u l e s  de  c o r t e x  

en c u l t u r e  quand l e  c o r s e t  de c e l l u l e s  g l i a l e s  e s t  interrompu 

(WOLFF e t  c o l l . ,  1974) 

- l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des  c a p i l l a i r e s  cérébraux l o r s  des  phénomènes 

de t r a n s p l a n t a t i o n .  En e f f e t ,  l o r s  de  l a  t r a n s p l a n t a t i o n  d'un i r is  

embryonnaire dans un cerveau embryonnaire de r a t ,  l e s  c a p i l l a i r e s  

q u i  s e  développent perdent  l e u r  p r o p r i é t é  d e  b a r r i è r e  au 6-hydroxy- 

dopamine f luo rescen t  (SVENDG~RD et c o l l . ,  1975) 



Les p r o p r i é t é s  p a r t i c u l i è r e s  des  c a p i l l a i r e s  cérébraux semblent donc 

i n d u i t e s  par  des  f a c t e u r s  s é c r é t é s  par  l e  t i s s u  c é r é b r a l .  Ces f a c t e u r s  t r o -  

phiques d e  n a t u r e  pept id ique  séques t r é s  dans l e s  c a p i l l a i r e s  cérébraux 

o rches t r en t  probablement l ' exp res s ion  dans l 'endothél ium de c a p i l l a i r e s  

cérébraux d e  gènes responsables  de l a  B.H.E. (STEWART e t  WILEY, 1981) : 

- l 'augmentat ion de  perméabi l i té  des  c a p i l l a i r e s  cérébraux dans l e  

c a s  de  tumeurs cé réb ra l e s  en r e l a t i o n  avec l ' a p p a r i t i o n  de fenes-  

t r a t i o n  (HIRANO, 1974),  

- l ' exp res s ion  d e  gamma-GT dans l e s  c a p i l l a i r e s  cérébraux i s o l é s  

en présence  d ' a s t r o c ~ t e s  dans l e  mi l i eu  (DEBAULT e t  CANCILLA, 1980).  

Il semble donc d e  p lus  en p lus  probable  que les a s t r o c y t e s  s o i e n t  né- 

c e s s a i r e s  au développement e t  à l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  

de  c a p i l l a i r e s  cérébraux,  e t  à l ' exp res s ion  des  p r o p r i é t é s  de  l a  B.H.E. 

II - FONCTIONNEMENT DE LA B.H.E. 

Le concept d 'une B.H.E. purement r e s t r i c t i v e  i s o l a n t  l e  ce rveau  du r e s t e  

d e  l 'organisme p r i v e r a i t  l e  cerveau des  a l imen t s  q u i  l u i  sont  e s s e n t i e l s .  

Des systèmes de  t r a n s p o r t  au niveau des  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  vont  pe rme t t r e  

l e  passage d'un c e r t a i n  nombre de  mé tabo l i t e s  à t r a v e r s  l a  p a r o i  du c a p i l l a i r e  

v e r s  l e  S.N.C. 

Dans c e  c h a p i t r e  nous envisagerons l e  fonctionnement de  l a  B.H.E. e t  

t en t e rons  d e  répondre aux ques t ions  s u i v a n t e s  : 

- que l  est l e  r ô l e  de  c e t t e  B.H.E.  ? 

- a - t - e l l e  une v a l e u r  s é l e c t i v e  ? 

- e s t - e l l e  e s s e n t i e l l e  ? 



FIGURE 3 : DIFFERENCES PHYSICOCHIMIQUES ENTRE UN CAPILLAIRE 
CEREBRAL ET UN CAPILLAIRE NORMAL (d'après Comford, 1984). 

passage transcellulaire 

CAPILLAIRE CEREBRAL 

passage intercellulaire 

CAPLLAIRE GENERAL 

1 :jonctions serrées 
2 : fénestrations 
3 : mitochondries 
4 : vesicules de pinocytose 
5 : résistance électrique 
6 : différences structurales et fonctionnelles des membranes luminales et antiluminales. 
7 : enzymes spécifiques des capillaires cérébraux 
8 : péricytes 
9 : astrocytes 



11.1 LES CONTRAINTES 

Pour aborder l e  t r a n s p o r t  des  d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s  à t r a v e r s  l a  B.H.E. 

il e s t  important  de  r a p p e l e r  les d i f f é r e n c e s  morphologiques e x i s t a n t  e n t r e  

l e s  c a p i l l a i r e s  cérébraux e t  l e s  a u t r e s  c a p i l l a i r e s  (CORNFORD, 1985).  

La f i g u r e  3  i l l u s t r e  c e s  d i f f é r e n c e s ,  à s a v o i r  pour l e  c a p i l l a i r e  c é r é b r a l .  

1) l a  présence de  jonc t ions  s e r r é e s  

2) l ' absence  d e  f  e n e s t r a t i o n  

3 )  l a  quas i  absence de  v é s i c u l e s  d e  p inocytose  

4 )  l a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  les f a c e s  luminales  e t  an t i luminales ,  s u r  

l a q u e l l e  repose  l a  p o l a r i t é  de  l a  B.H.E. 

Le t r a n s p o r t  d 'une substance à t r a v e r s  l a  B.H.E. q u i  n é c e s s i t e  3  é t apes  : 

- l e  mouvement à t r a v e r s  l a  membrane luminale ,  

- l a  d i f f u s i o n  à t r a v e r s  l e  cytoplasme e n d o t h é l i a l ,  

- l e  t r a n s p o r t  à t r a v e r s  l a  membrane an t i l umina le ,  

s e r a  for tement  marqué par  c e s  4  c a r a c t è r e s  de l a  B.H.E. En e f f e t  ne  s e r o n t  

compatibles  avec l e  fonctionnement au thent ique  d e  l a  B.H.E. que les t r a n s p o r t s  

transmembranaires (c 'es t-à-dire  l a  d i f f u s i o n  s imple,  l a  d i f f u s i o n  f a c i l i t é e ,  e t  

l e  t r a n s p o r t  a c t i f ) .  Pa r  d é f i n i t i o n  l e s  t r a n s p o r t s  v é s i c u l a i r e s  s e ron t  l i m i t é s .  

TRANSPORT DES PETITES MOLECULES ET POLARITE DE LA B.H.E. 

11.2.1 Une r é p a r t i t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  des  t r a n s p o r t e u r s  ............................................... 

Des é tudes  his tochimiques on t  sou l igné  l e s  d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  membranes 

luminales  et  an t  i l umina le s  . 
Lorsque des  p r o d u i t s  marqués sont  i n j e c t é s  d i rec tement  dans l e s  c a r o t i d e s ,  

l e u r  f i x a t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  indique que l a  membrane luminale  est d i f f é r e n t e  

d e  l a  membrane an t i l umina le  d'où l e  concept de  p o l a r i t é  d e  l a  B.H.E. (LADINSKY 

e t  DREWES, 1983). 



TABLEAU 1 : REPARTITION DES DiFFERENTS TRANSPORTEURS SUR LES 
iMEMBRAhiES LUMINALES ET ANTILUMINALES. 

(voir pour revue Comford, 1985) 

Systbme L:transporleur de gros acides amines neutres 

Syslbme A: transporteur de petits acides aminés neutres 

système ASC:transporteur d'alanine. serine et cystéine 

Transporteurs 

systeme L 
systdme A 
systbme ASC 
acides amines acides 
acides valproique et 
gammaaminobutyrique 
systéme Na+lK+ 
systérne NatlCI- 
systeme Na+ 
glucose 
acide lactique 
phenylalanine 
arginine 
choline 
adénosine 
adénine 

face antiluminale 

presence 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

caracteristiques 

syst d' echange 
syst d' échange 
7 

7 

syst. actif de sortie d'anions 
syst. actif assymetrique 
cotransp~rteur inhits par la furosamide 
inhibe par I'amiloride diureiique 
diffusion facilite symetrique.steréospecifique 
transport bidirectionnel 
transport bidirectionnel 
transport bidirectionnel 
transport bidirectionnel 
transport bidireciionnel 
transport bidirectionnel 

A 

apport d' energie 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

face luminale 

presence 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

apport d'energie 



Le tab leau  1 i l l u s t r e  l a  r é p a r t i t i o n  des  d i f f é r e n t s  t r a n s p o r t e u r s  s u r  l e s  

membranes luminales  et an t i l umina le s .  

Les s e p t  t r a n s p o r t e u r s  majeurs  (g lucose ,  ac ide  l a c t i q u e ,  phénylalanine,  

a r g i n i n e ,  cho l ine ,  adénosine e t  adénine) s e  t rouvent  simultanément s u r  l e s  

membranes endo thé l i a l e s .  Il en est de même pour l e  système L t r anspor t eu r  des  

g ros  a c i d e s  aminés n e u t r e s  t e l s  que l a  phénylalanine,  l e  t ryptophane,  l a  méthio- 

n ine  et p ré fé ren t i e l l emen t  l a  l e u c i n e ,  a i n s i  que l e  t r a n s p o r t e u r  de l ' a c i d e  

glutamique. Par  c o n t r e  l e  système A t r a n s p o r t a n t  les p e t i t s  a c i d e s  aminés n e u t r e s  

t e l s  que l a  g lyc ine ,  l a  s é r i n e ,  l a  p r o l i n e  e t  p ré fé ren t i e l l emen t  l ' a l a n i n e , .  

a i n s i  que l e s  t r a n s p o r t e u r s  de  l ' a c i d e  valpro'ique, de l ' a c i d e  gamma-amino- 
+ + 

butyr ique  e t  1 ' A ~ ~ a s e  K Na dépendante se s i t u e n t  s u r  l a  membrane an t i l umina le  
+ 

t a n d i s  que l e s  t r a n s p o r t e u r s  d ' i ons  Na son t  l o c a l i s é s  spécif iquement  s u r  l a  

membrane luminale  ( v o i r  pour revue  C O R ~ O ~ ,  1985). 

La r é p a r t i t i o n  des  t r a n s p o r t e u r s  est en é t r o i t e  r e l a t i o n  avec  les besoins  

du cerveau. Ces systèmes de  t r a n s p o r t  n é c e s s i t e n t  ou non d e  l ' é n e r g i e  comme 

nous l e  ver rons  à l ' a i d e  de 2 exemples : l e  t r a n s p o r t  du g lucose  e t  c e l u i  des  
+ + 

i ons  Na e t  K . P a r  a i l l e u r s  c e r t a i n s  t r a n s p o r t s  sont  a s s o c i é s  à une modifi- 

c a t i o n  chimique d e s  substances échangées. 

11.2.2 quelques exemples de  fonctionnement de l a  B.H.E. .............................................. 

a )  Transport  n e  n é c e s s i t a n t  pas  d 'apport  d 'énerg ie  
---A--- i - - - - - - -  ----- 

L'exemple t y p e  d e  c e  mode d e  t r a n s p o r t  e s t  c e l u i  du g l u c o s e . ( f i g u r e  4 ) .  

L ' a c t i v i t é  métabolique t r è s  é l evée  du cerveau dépend é t ro i tement  de  l ' a p p o r t  

de g lucose  q u i  e s t  a u s s i  n é c e s s a i r e  à l a  synthèse  d'un grand nombre de  molécules.  

Le t r a n s p o r t  du glucose s e  f a i t  par  d i f f u s i o n  f a c i l i t é e  (CRONE e t  c o l l . ,  

1965, BETZ e t  c o l l . ,  1979). I l  est symétrique e t  s t é r é o s p é c i f i q u e .  En e f f e t  

l e  D-glucose, D-galactose, D-mannose sont  t r a n s p o r t é s  a l o r s  que l e  L-glucoçe 

e t  l e  D-fructose n e  l e  sont  pas .  C e t t e  d i f f u s i o n  f a c i l i t é e  implique (GJEDDE 

e t  CRONE, 1981) l ' e x i s t e n c e  de 2 t r a n s p o r t e u r s  de  glucose dans l a  membrane 

de  c a p i l l a i r e s  cérébraux : 

- l ' u n  à haute  a f f i n i t é  e t  f a i b l e  c a p a c i t é ,  

- l ' a u t r e  à f a i b l e  a f f i n i t é  e t  hau te  capac i t é .  



F I G L .  4 : SYSTEME COMPLEXE DE TRANSPORTEURS. 
(d'après Goldstcin ct Betz, 1986) 
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FIGURE 5 : LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE METABOLIQUE. 
(d'après Goldstcin et Betz, 1986) 
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b) Transport  n é c e s s i t a n t  un appor t  d ' é n e r g i e  
- - . -  - - - - - - -  - - - -  - . -  - - -  - 

Les ions  potassium exercent  une a c t i o n  importante  s u r  l a  t ransmiss ion  

des  i n f l u x  nerveux. Leur concent ra t ion  e s t  maintenue à un f a i b l e  niveau dans 

l e  mi l ieu  q u i  entoure l e s  c e l l u l e s  nerveuses,  g râce  au fonctionnement d 'une  
+ + 

pompe Na K , l a  c l e f  du système e s t  l a  r é p a r t i t i o n  asymétrique de  c e t t e  pompe 

e n t r e  l e s  deux f aces  d e  l a  c e l l u l e  endo thé l i a l e  (BETZ e t  c o l l . ,  1980). 

L ' e f f lux  du potassium du l i q u i d e  e x t r a c e l l u l a i r e  v e r s  l e  plasma a s s o c i é  

à un t r a n s p o r t  de sodium en sens  i n v e r s e  e s t  un t r a n s p o r t  a c t i f  assuré  pa r  
+ 

une ATPase présente  s u r  l a  membrane an t i luminale .  Les ions  K accumulés dans  

l a  c e l l u l e  r e s s o r t e n t  par  l e s  pores  de  l a  membrane luminale.  Le t r a n s p o r t  
+ + 
K Na e s t  donc un système de  t r a n s p o r t  a c t i f  asymétr ique q u i  permet l e  main- 

+ 
t i e n  d e  f a i b l e s  concent ra t ions  en ions  K dans l e  cerveau ( f i g u r e  4 ) .  

c) Transpor t s  couplés  à une modi f ica t ion  métabolique - -  - -  - - -  - - -  - - - - - - - -  - 
Les neuromédiateurs pénè t ren t  en géné ra l  dans l e  S.N.C. par  simple d i f -  

fu s ion .  Cependant l a  L-DOPA (ac ide  aminé précurseur  d e  deux neuromédiateurs : 

l a  dopamine e t  l a  noradréna l ine)  pénè t r e  rapidement l 'endothél ium en u t i l i s a n t  

l e  système de  t r a n s p o r t  des  grands a c i d e s  aminés n e u t r e s  (PARDRIDGE e t  c o l l . ,  

1977). Une f o i s  dans l a  c e l l u l e ,  l a  L-DOPA e s t  t ransformée en DOPAMINE p u i s  

en DOPAC. La DOPMIIhT r e s s o r t  du cerveau grâce  à un t r anspor t eu r  spéc i f ique .  

Il est à n o t e r  que n i  l a  DOPAMINE, n i  l e  DOPAC ne peuvent t r a v e r s e r  l a  membra- 

ne  an t i l umina le  pour péné t r e r  dans l e  cerveau, i l l u s t r a n t  a i n s i  l a  no t ion  d e  

b a r r i è r e  métabolique (HARDEBO e t  c o l l . ,  1979) q u i  s e  s u r a j o u t e  à l a  n o t i o n  

de  B.H.E. ( f i g u r e  5) .  

11.2.3 P o l a r i t é  : un c a r a c t è r e  i n d u c t i b l e  e t  l a b i l e  ............................................ 

a) Rôle d e s  c e l l u l e s  g l i a l e s  dans l a  p o l a r i t é  de  l a  B.H.E. 

Dans l e s  c u l t u r e s  de  t i s s u s ,  l a  présence d e  c e l l u l e s  g l i a l e s  modi f ie  

l e s  p r o p r i é t é s  fonc t ionne l l e s  des  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  de  c a p i l l a i r e s  cé ré -  

braux. Ainsi ,  l ' a c t i v i t é  gamma-GT n ' e x i s t e  pas  dans l e s  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  

d e  c a p i l l a i r e s  i s o l é s .  E l l e  e s t  i n d u i t e  l o r s  du con tac t  avec l e s  c e l l u l e s  

g l i a l e s  (DEBAULT e t  CANCILLA, 1980). De même, l a  c a p t a t i o n  d ' ac ides  aminés par  

l e s  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  c é r é b r a l e s  e s t  for tement  augmentée quand ces  c e l -  

l u l e s  sont  c u l t i v é e s  en mi l i eu  condit ionné par  des  c e l l u l e s  g l i a l e s  (CANCILLA 

e t  DEBAULT, 1983). 



Il  semble donc que ces  c e l l u l e s  g l i a l e s  in f luencent  l a  p o l a r i s a t i o n  des  

c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  cérébraux e t  p l u s  pa r t i cu l i è r emen t  l e  

t r a n s p o r t  des  a c i d e s  aminés (BECK e t  c o l l . ,  1984).  Ce c a r a c t è r e  d e  p o l a r i t é  

e s t  typ ique  des  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s ,  mais  son express ion  e s t  sous l a  dé- 

pendance e t  l e  c o n t r ô l e  de l 'environnement pé r i - endo thé l i a l .  

b) Modif ica t ion  de  l a  p o l a r i t é  ----- - -  - - - - 
A l ' i n s t a r  d e s  p r o p r i é t é s  de l a  B.H.E., des  modi f ica t ions  de  p o l a r i t é  

peuvent i n t e r v e n i r  dans c e r t a i n e s  cond i t i ons  pathologiques.  A i n s i  l a  m a j o r i t é  

de  l a  phosphatase l o c a l i s é e  normalement s u r  l a  f a c e  luminale ,  a u r a  une répar -  

t i t i o n  s t r i c t emen t  an t i l umina le  chez l e s  s o u r i s  i n f e c t é e s  par  c e r t a i n s  v i r u s  

(VORBRODT e t  c o l l . ,  1981). 

11.3 TRANSPORT DES MACROMOLECULES 

Les macromolécules n e  peuvent emprunter l e s  mêmes systèmes de  t ranspor-  

t e u r s  que l e s  p e t i t e s  molécules.  

Le t r a n s p o r t  d e s  g ros ses  molécules f a i t  i n t e r v e n i r  l e s  phénomènes d'endo- 

cy tose .  O r  c e s  phénomènes d ' i n t e r n a l i s a t i o n  (pinocytose e t  endocytose par  

r écep teu r s )  sont  normalement t r è s  l i m i t é s  dans les c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  d e  

c a p i l l a i r e s  cérébraux  s i  on en juge par  l a  r a r e t é  des  endosomes. 

De p lus  l e  concept  d e  B.H.E. e s t  e n  p a r t i e  fondé s u r  c e t t e  l i m i t a t i o n  

imposée aux phénomènes d'endocytose. 

11.3.1 La présence de r é c e p e u r s  s p é c i f i q u e s  ------------------- ------------- --- 
~ ' e x ~ r e s s i o n  de  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  de  c e r t a i n e s  macromolécules au  

niveau des  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  cérébraux ne  correspond donc 

pas à une p r o p r i é t é  u s u e l l e  d e  l a  B.H.E. Tou te fo i s  c e r t a i n s  r é c e p t e u r s  pour 

l ' i n s u l i n e  (VAN HOUTEN et POSNER, 1979), l ' i n s u l i n e  l i k e  growth f a c t o r s  IGF 

(FRANK et c o l l . ,  1986),  l a  t r a n s f e r r i n e  (JEFFERIEs e t  c o l l . ,  1984) par  exemple 

ont  é t é  mises  en évidence au niveau de  l a  B.H.E. e t  des  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  

e t  témoignent d'un c e r t a i n  t r a f i c  de p e p t i d e s  e n t r e  l e  sang e t  l e  cerveau. 



RGURE 6 : TRANSCYTOSE DE L'INSULINE A TRAVERS LA B.H.E. 

La transcytose nécessite 3 étapes : 
- l'endocytose au niveau de la face luminale 
- la diffusion intracytoplasmique 
- l'exocytose au niveau de la face antiluminale 



11.3.2 B.H.E. e t  t r a n s p o r t  des  macromolécules --------------- ...................... 

L'expression d e  r écep teu r s  s p é c i f i q u e s  au niveau de l a  B.H.E. co r r e s -  

pond-elle à une p r o p r i é t é  f o n c t i o n n e l l e  d e  c e t t e  b a r r i è r e  ? 

a )  Transport de  l ' i n s u l i n e  - - - - - - - - - - -  
Il e x i s t e  des  r écep teu r s  à l ' i n s u l i n e  s u r  l a  f a c e  luminale  des  c a p i l -  

l a i r e s  cérébraux (FRANK e t  PARDRIDGE, 1981). Ces r écep teu r s  on t  é t é  i s o l é s .  

Ils correspondent  à une p r o t é i n e  d e  127  KD d i f f é r e n t e  de l e u r s  homologues 

des  neurones, des  c e l l u l e s  g l i a l e s  e t  des  synapses (ZAHNISER e t  c o l l . ,  1984).  

Ces r écep teu r s  permettent  l ' i n t e r n a l i s a t i o n  de l ' i n s u l i n e  pa r  un t r a n s p o r t  

analogue à l a  t r anscy tose  d é c r i t e  pour l e s  c a p i l l a i r e s  non cérébraux (PARDRIDGE 

e t  c o l l . ,  1985, BAR e t  c o l l . ,  1983, DUFFY e t  c o l l . ,  1986). Le t r a n s p o r t  d e  

l ' i n s u l i n e  à t r a v e r s  l a  B.H.E. implique t r o i s  é t apes  i l l u s t r é e s  f i g u r e  6 : 

- l 'endocytose au niveau de  l a  membrane luminale d e  l a  B.H.E., 

- l a  d i f f u s i o n  à t r a v e r s  l e  cytoplasme e n d o t h é l i a l  cer tainement  

par  l ' i n t e r m é d i a i r e  de  v é s i c u l e s  lisses, 

- l ' exocy tose  au niveau d e  l a  membrane an t i l umina le  d e  l a  B.H.E. 

C e t t e  endocytose par  r écep teu r  d e  l ' i n s u l i n e  a  un r ô l e  physiologique 

extrêmement important c a r  e l l e  permet d e  c o n s t i t u e r  un s t o c k  d ' i n s u l i n e  i n t r a -  

c é r é b r a l e  (HAVRANKOVA et ROTH, 1979).  En e f f e t  l ' absence  d e  m-RNA spéc i f ique  

dans l e  S.N.C. ind ique  q u ' i l  n ' y  a pas d e  synthèse  'Ide novo" d ' i n s u l i n e  e t  

que s a  s e u l e  o r i g i n e  e s t  s é r i q u e  (KOLATA, 1982). 11 e s t  i n t é r e s s a n t  de  n o t e r  

que dans l e  c a s  de  d i a b è t e  insul inodépendant  l e  niveau d ' i n s u l i n e  i n t r a c é r é -  

b r a l  e t  l ' a c t i v i t é  des  r écep teu r s  son t  f a i b l e s  (FRANK e t  c o l l . ,  1986). 

b) Transport  d e  l a  t r a n s f e r r i n e  ----- - -- - ----  
Autre r écep teu r  i d e n t i f i é  au niveau des  c a p i l l a i r e s  cérébraux : c e l u i  

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

C e t t e  g lycopro té ine  de  80  KD capable  de t r a n s p o r t e r  l e  f e r  (SELIGMAN, 

1983) joue,  à cause d e  l ' absence  de  pores  de  l a  B.H.E., un r ô l e  c a p i t a l  

dans l 'approvisionnement du cerveau en f e r .  



Ce récepteur  permet par  endocytose l ' e n t r é e  d e  l a  t r a n s f e r r i n e  dans 

l e s  c e l l u l e s  de  l a  B.H.E. Tou te fo i s  des  d i f f é r e n c e s  n o t a b l e s  s o n t  enregis-  

t r é e s  par  rappor t  au processus s e  déroulan t  dans l e s  a u t r e s  endothéliums 

(PARDRIDGE e t  c o l l .  , 198 5) . 
Il semble q u ' i l  n 'y  a i t  pas  de d i s s o c i a t i o n  d e  l a  t r a n s f e r r i n e  q u i  

s e r a  en f a i t  d i r i g é e  d i rec tement  v e r s  l a  membrane an t i luminale .  

c) Transport  d e  l ' i n s u l i n e  - Like Growth F a c t o r s  (IGF) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
En p l u s  du r écep teu r  à l ' i n s u l i n e ,  FRANK en 1986 a i d e n t i f i é  l e s  récep-  

t e u r s  à 1'IGF e t  IGFII s u r  c a p i l l a i r e s  i s o l é s .  La présence de  c e s  r é c e p t e u r s  
1 

au niveau d e  l a  B.H.E. n ' e s t  pas  surprenante  puisque ~ ' I G F  en p a r t i c u l i e r  
II 

e s t  un f a c t e u r  de  c r o i s s a n c e  important  dans l e  système nerveux c e n t r a l  en 

cour s  d e  développement. Sa concen t r a t ion  i n t r a c é r é b r a l e  e s t  10 f o i s  s u p é r i e u r e  

dans l e s  c a s  d e  mégaloencéphalie (HASELBACHER e t  c o l l . ,  1985). 

Tout comme l ' i n s u l i n e ,  1'IGF e t  l lIGFII sont  i n t e r n a l i s é s  (FRANK et  
1 

c o l l . ,  1986). Leur t r a n s p o r t  à t r a v e r s  l a  B.H.E. f a i t  également appel  à l a  

t ranscytose .  

d) Transport  d e  l 'a lbumine c a t i o n i s é e  - - - - - - - - - -  - - - - Y C  

Aucun récepteur  pour l 'a lbumine n ' a  .été m i s  en évidence au niveau d e  l a  

B.H.E. (PARDRIDGE e t  c o l l . ,  1985) ,  a l o r s  que l 'a lbumine bovine c a t i o n i s é e  p a r  

l 'hexaméthylène diamine se f i x e  d e  façon s a t u r a b l e  s u r  l e s  c a p i l l a i r e s  i s o l é s  

bovins (PARDRIDGE e t  c o l l . ,  1985).  

La c a t i o n i s a t i o n  c o n v e r t i t  l 'a lbumine (poin t  i s o é l e c t r i q u e  ac ide  p1 = 

3,9)  en une p ro t é ine  d e  po in t  i s o é l e c t r i q u e  basique ( P I  = 8,5) e t  augmente 

d e  façon n o t a b l e  son e n t r é e  dans l e s  c e l l u l e s  de  l a  B.H.E. par  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d e  t r a n s p o r t e u r s  couplés  aux mécanismes d e  t r anscy tose  (GRIFFIN e t  GIFFELS, 

1982).  



II. 4 CONCLUSION 

Comme l e s  exemples que nous avons donnés l e  f o n t  penser ,  l e  fonctionnement 

de l a  B.H.E. e s t  en grande p a r t i e  fondé s u r  l a  r é g u l a t i o n  des  t r a n s p o r t s  à 

t r a v e r s  l 'endothél ium. 

S i  l e  passage d ' ac ides  aminés e t  de  g luc ides  à t r a v e r s  l a  B.H.E. a f a i t  

l ' o b j e t  de  nombreuses é tudes ,  l a  l i t t é r a t u r e  e s t  par  c o n t r e  t r è s  pauvre e n  

c e  qu i  concerne l a  c a p t a t i o n  d e s  l i p i d e s  par  l e  cerveau.  Il e s t  actuel lement  

b i en  admis que l e  cerveau n ' e s t  pas autonome quant à l ' é l a b o r a t i o n  de s e s  

s t r u c t u r e s  l i p i d i q u e s  e t  qu'un apport  s é r i q u e  d ' ac ides  g r a s  e s t  ind ispensable .  

Dans l e  c h a p i t r e  su ivant  nous examineront successivement les besoins  en  

l i p i d e s  du cerveau p u i s  l e s  modes de t r a n s p o r t  de  c e s  l i p i d e s  q u i  malgré l e u r  

n a t u r e ,  ne  peuvent a t t e i n d r e  l e  cerveau sans  emprunter un système de  t r a n s p o r t .  



C H A P I T R E  I I  

L I P I D E S  ET BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE 



CHAPITRE II : LIPIDES ET BARRIERE HEPîATO-EKCEPHALIQUE 

1 . LE CERVEAU : UN ORGANE Q U I  A BESOIN DES AUTRES .................... 28 

................ 1.1. Acides  g r a s  c é r é b r a u x  : l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  28 

1 .2 .  Acides  g r a s  c é r é b r a u x  : l e u r  o r i g i n e  ........................... 3 1  

........................................ 1.2 .1 .  Synthèse  "de novo" 33 

.............. 1.2.2.  Synthèse  d ' a c i d e s  g r a s  p o l y i n s a t u r é s  ou AGPI. 35 

a )  Synthèse  d e s  AGPI ........................................... 35 

b) O r i g i n e  d e s  AGPI cé rébraux  ................................. 37 

11 . J3.H.E. ET CAPTATION D'ACIDES GRAS ............................... 37 

............................................ 11.1. Etudes  " in  v i t r o "  38 

................. 11.1.1. U t i l i s a t i o n  d e s  p r é c u r s e u r s  d ' a c i d e s  g r a s  38 

11.1 . 2 -  U t i l i s a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  .............................. 38 

11.2.  Erudes  d i é t é t i q u e s  ........................................... 40 

II . 2 .1 .  Carences n u t r i t i o n n e l l e s  ................................. 40 

11.2.2 . Le cerveau : un organe  p r o t é g é  ........................... 42 

....................... 11.2.3.  Le cerveau : un organe q u i  r é c u p è r e  44 



Le système nerveux c e n t r a l  e s t  a p r è s  l e s  masses adipeuses l ' o rgane  l e  

p lus  r i c h e  en l i p i d e s  q u i  r ep ré sen ten t  p l u s  de  l a  mo i t i é  du poids sec  du 

cerveau. Ces l i p i d e s  sont  t o u s  s t r u c t u r a u x  e t  non énergé t iques .  ils p a r t  iripent 

directement à l ' a r c h i t e c t u r e  e t  donc au fonctionnement du cerveau.  I l s  s o n t  

i n t é g r é s  aux membranes e t  s e rven t  de  support  à un grand nombre d ' a c t i v i t é s  

physiologiques spéc i f iques  comme l a  t ransmiss ion  nerveuse e t  l e s  i n t e r a c t i o n s  

c e l l u l a i r e s .  

Une t e l l e  r i c h e s s e  en l i p i d e s  suppose des  systèmes de  synthèse  t r è s  a c t i f s .  

Deux ques t ions  s e  posent : l e  cerveau p e u t - i l  s y n t h é t i s e r  t o u s  l e s  l i p i d e s  ? 

ou b ien  dépend-il d 'un  apport  e x t é r i e u r  ? 

Dans c e  c a s  q u e l s  sont  l e s  mécanismes q u i  permettent  c e t  approvisionnement. 

1 - LE CERVEAU : UN ORGANE Q U I  A BESOIN DES AUTRES 

Pour é l abo re r  ses l i p i d e s  complexes, l e  cerveau a besoin d ' ac ides  g r a s .  

O r  l a  composition en a c i d e s  g r a s  du S.N.C. e s t  t r è s  spéc i f ique ,  et va condi- 

t i onne r  l e s  impor ta t ions  l i p i d i q u e s .  

1.1 ACIDES GRAS CEREBRAUX : LEURS CARACTERISTIQUES 

En p l u s  des  a c i d e s  g r a s  à 1 6  e t  18 atomes de  carbone, l e  cerveau c o n t i e n t  

d e s  a c i d e s  g ra s  à t r è s  longue cha îne  s o i t  : 20, 22, 24 ,  26, 28 e t  même au-delà 

de  34 atomes de  carbone (PAKKALA e t  c o l l . ,  1966).  Ces ac ides  g r a s  son t  essen-  

t i e l l emen t  t rouvés  dans l e s  sph ingo l ip ides  myéliniques (BOURRE, 1980). 

Dans l a  myéline un ac ide  g r a s  s u r  5 a  un nombre d e  carbone supé r i eu r  à 

18 con t r e  un s u r  100 dans l a  subs tance  blanche,  q u i  c o n t i e n t  pa r  c o n t r e  p l u s  

d 'ac ides  g r a s  po ly insa tu ré s  (AGPI) : (1 /5  c o n t r e  1/17 dans l a  myél ine) .  C e s  

AGPI sont  e s sen t i e l l emen t  l o c a l i s é s  dans l e s  phospholipides ( p h ~ s p h a t i d ~ l -  

éthanolamine (PE) , phosphat idylsér ine  (PS) , phospha t idy l inos i to l  (PI)  (BOURRE, 

1980). 



NOMENCLATURE DES PRINCIPAUX ACIDES GRAS 

Nom commun 
Ac. laurique 
Ac. myristique 
Ac. palmitique 
Ac. palmitoléique 
Ac. stéarique 
Ac. oléique 
Ac. linoléique 
Ac. qlinolénique 
Ac. Il linolénique 
Ac. arachidique 
Ac. eicosénoïque 
Ac. écosatriènoïque 
Ac. di-homolinolénique 
Ac. arachidonique 
Ac. éïcosapentaenoïque 
Ac. béhénique 
Ac. érucique 
Ac. docosatétraènoïque 
Ac. docosapentaènoïque 

Ac. docosahexaènoïque 
Ac. lignocérique 
Ac. nervonique 

Nomenclature systématique 
Ac. dodécanoïque 
Ac.tétradécanoïque 
Ac. hexadécanoïque 
Ac. A9 hexadécénoïque 
Ac. octadécanoïque 
Ac. A9 octadécénoïque 
Ac. 119-1 2 octadécadienoïque 
Ac. Ag-1 2-1 5 octadécatriènoïque 
Ac.A 6-9-1 2 octadécatriènoïque 
Ac. eïcosanoïque 
Ac. A 11 eïcosénoïque 
Ac. A 5-8-1 1 eïcosatrienoïque 
Ac. A 8-1 1-1 4 éïcosatrienoïque 
Ac. A 5-8-1 1-1 4 éïcosatétraènoïque 
Ac. A 5-8-1 1-1 4-1 7 eïcosapentaènoïque 
Ac. docosanoïque 
Ac. A 13 docosénoïque 
Ac. A 7-1 0-1 3-1 6 docosatétraenoïque 
Ac. A 4-7-1 0-1 3-1 6 docosapentaènoïque 
Ac. A 7-1 0-1 3-1 6-1 9 docosapentaènoïque 
Ac. A 4-7-1 0-1 3-1 6-1 9 docosahexaènoïque 
Ac. tétraconanoïque 
Ac. A1 5 tétracosènoïque 

Abréviation 
12 : O 
14 : O 
16 : O 
16:l n-7 
18 : O 
18:l n-9 
18:2 n-6 
18:3 n-3 
18:3 n-6 
20 : 0 
20 : 1 n-9 
20 : 3 n-9 
20 : 3 n-6 
20 : 4 n-6 
20 : 5 n-3 
22 : O 
22 : 1 n-9 
22 : 4 n-6 
22 : 5 n-6 
22 : 5 n-3 
22 : 6 n-3 
24 : O 
24 : 1 n-9 



TABLEAU II : CARACTERISTIQUES DE LA COMPOSITION EN ACIDES 
GRAS DU CERVEAU 

groupe métabolique 
I n 

ACIDES GRAS CLASSIQUES ...................................... > + 

acide palmitique C16:O 
acide stéarique C18:O 
acide oléique C 18:l 

PARTICULARITES CEREBRALES 

chaines aliphatiques très longues : 19-26 atomes de carbones 

a) Acides gras saturés et monoinsaturés-------------------- > 
b) Acides gras hydroxylés------- ------- ----- ----------- ------ > 
c )  Acides gras polyinsaturés---- ------- ------ ---------- ------- > 

famille des n-9 ------ - .................................. > 

famille des n-6 > + 
famille des n-3 ) + 



Ains i  chez l'homme l e s  ac ides  arachidoniques 20:4 n-6 e t  docosahexaé- 

nolques 22:6 n-3 c o n s t i t u e n t  p l u s  de  30% des  a c i d e s  g r a s  t o t aux  des phospho- 

l i p i d e s  (BOURRE, 1980). 

Ces a c i d e s  s u r  l e s q u e l s  reposent  l e s  p r o p r i é t é s  b io logiques  e t  physico- 

chimiques d e s  membranes cé réb ra l e s ,  s e  r é p a r t i s s e n t  e n  deux grands groupes 

métaboliques i l l u s t r é s  tab leau  II. 

Le groupe métabolique no 1 r é u n i t  t ous  l e s  ac ides  g r a s  s a t u r é s  e t  mono- 

i n s a t u r é s ,  l e s  ac ides  g r a s  hydroxylés e t  les ac ides  g r a s  po ly insa tu ré s  de  l a  

s é r i e  no-9, p a r  oppos i t ion  au groupe métabolique no 2 q u i  comprend exclusive-  

ment l e s  a c i d e s  g ra s  po ly insa tu ré s  (AGPI) d e  l a  s é r i e  (n-6) e t  (n-3) q u i  

dér ivent  chez l e s  animaux des a c i d e s  g r a s  e s s e n t i e l s ,  a c i d e s  l i no lén ique  e t  

l i no lé ique .  

1.2 ACIDES GRAS CEREBRAUX : LEUR ORIGINE 

L 'o r ig ine  des a c i d e s  g r a s  cérébraux  a é t é  ana lysée  pr incipalement  chez 

l a  s o u r i s  c a r  : ( v o i r  pour revue BOURRE, 1980) 

- l a  m u l t i p l i c a t i o n  neuronale est préna ta le .  

- l a  m u l t i p l i c a t i o n  g l i a l e ,  l a  myé l in i sa t ion  et  l a  synaptogénèse 

s o n t  post-natales .  

Il est donc a i s é  d e  r e l i e r  l e  métabolisme l i p i d i q u e  aux pr inc ipaux évè- 

nements du développement cé réb ra l .  De p l u s  chez l a  s o u r i s ,  il e x i s t e  p l u s i e u r s  

mutants neurologiques : par  exemple l e s  s o u r i s  jimpy accusant  une absence d e  

myél in isa t ion  e t  l e s  s o u r i s  quaking dont  l a  myé l in i sa t ion  est per turbée .  

Deux o r i g i n e s  s o n t  poss ib l e s  pour l e s  a c i d e s  g r a s  c o n s t i t u t i f s  des  l i p i -  

d e s  cérébraux : 

- l a  synthèse  "in s i t u "  q u i  concerne l e s  ac ides  g r a s  du groupe métabo- 

l i q u e  1, 

- l e s  appor t s  ex t racérébraux  q u i  concernent l e s  a c i d e s  g r a s  e s s e n t i e l s  

dont  l ' o r i g i n e  est exclusivement a l i m e n t a i r e  chez l e s  Mammifères e t  l e s  AGPI 

s y n t h é t i s é s  dans  l e  f o i e  ; ces  ac ides  g r a s  c o n s t i t u a n t  l e  groupe métabol ique 2.  



TABLEAU III : PRINCIPALES ETAPES DE LA SYNTHESE DES 
ACIDES GRAS 

I 4 

ET APES REACïION ENZYME 

I 

1 Acétyl CoA + HC03- + ATP+malonyl CoA + ADP+Pi + H+ Acétyl CoA carboxylase 

2 Acétyl CoA + ACP egacétyl-ACP + CoA Acétyl transacylase 

3 Malonyl CoA + ACP <=y malonyl-ACP + CoA Malonyl transacylase 

4 Acétyl-ACP + malonyl-ACP+acétoacétyl-ACP + ACP + CO2 Acyl-malonyl-ACP 
enzyme condensante 

5 Acétoacétyl-ACP + NADPH + H+f=iD-3-hydroxybutyryl-ACP 8-cétoacyl-ACP- 
+ N A D P  réductase 

6 D-3-Hydroxybutyryl-ACF'fzr crotonyl - ACP + H20 3-Hydroxyacyl-ACP- 
déshydratase 

7 Cotonyl-ACP + NADPH + H++butyryl-ACP + NADP 8-Déshydroacyl-ACP- 
reductase 

Z 



1.2 .1  Synthèse "de novo" ------------------ 
Le cerveau e s t  capable  d e  s y n t h é t i s e r  "de novo" tous  l e s  ac ides  g ra s  

( s a t u r é s  ou monoinsaturés)  appar tenant  au groupe 1. Le t ab l eau  III i l l u s t r e  

l e s  p r i n c i p a l e s  étapes d e  c e t t e  biosynthèse d ' ac ides  gras .  E l l e  e s t  commune 

aux c e l l u l e s  eucaryotes  e t  f a i t  i n t e r v e n i r  l ' a c i d e  g r a s  syn thé t a se  q u i  n ' e s t  

a u t r e  qu'un complexe multienzymatique. E l l e  s ' e f f e c t u e  dans t r o i s  comparti- 

ments c e l l u l a i r e s  : 

- l e  cy toso l  dans l e q u e l  s e  f e r a  p lus  pa r t i cu l i è r emen t  l a  product ion 

d 'ac ides  g ra s  à chaîne moyenne (POLLET e t  c o l l . ,  1969),  

- l a  mitochondrie pour l a  synthèse d ' a c i d e s  g r a s  de  t o u t e s  longueurs  

d e  cha îne  (PATITRNEAU-JOVAS et c o l l . ,  1976), 

- l e s  microsomes où s ' e f f e c t u e r a  l a  product ion d 'ac ides  g r a s  t y p i q u e s  

d e  l a  myéline (POLLET e t  c o l l . ,  1973). 

a )  Synthêse cytoplasmique - - - - - - - - -  
Cet t e  synthèse ne s e  d i s t i n g u e  en r i e n  de  c e l l e  des  a u t r e s  t i s s u s ,  e t  

p r o d u i t  pr incipalement  d e  l ' a c i d e  pa lmi t ique  q u i  pourra  être modif ié  au n iveau  

des  mitochondries  ou des  microsomes cérébraux (POLLET et c o l l . ,  1969).  

b) Synthèse microsomale --------  
Le malonyl-CoA est l e  donneur p r i n c i p a l  d e  carbone pour l a  synthèse  d e s  

a c i d e s  gras .  E l l e  s e  d i s t i n g u e  également d e  l a  précédente  par  l a  présence d e  

deux systèmes d 'é longat ion  (BOURRE e t  c o l l . ,  1970) . :  

- l a  CI6 é longase q u i  u t i l i s e  l e  palmitoyl-Co8 pour donner na i s sance  

à l ' a c i d e  s t é a r i q u e ,  

- et l a  C18 é longase dont l e  s u b s t r a t  e s t  l e  stéaroyl-CoA e t  q u i  donne 

na i s sance  aux ac ides  g r a s  à t r è s  longues cha înes  (de 24 à 26 atomes de  carbone) .  



TABLEAU IV : BIOSYNTHESE DES ACIDES GRAS POLYINSATURES 

-@6 d é ~ a t u r a s e & $ ~  
@6,9.12.15) 

5 désaturase-- . 

Ccr11.14.17) @8.11.14,17) &5,8.11,14,17) 

45 désaturase 
(h5.11,14,17) 1 

[2m!!44 désaturase #mi 
(A13.16.19) (&7,10,13,16,19)~-- - - '  (04.7,10,13,16,19) 

Légende : -$Voit métabolique principale 
,->Voie métabolique secondaire 
(- - -- - -- -- --- Rétroconvcrsion 

désaturation 

1 Ac. gras] Acidcs gras présents dans lcs cxtraits lipidiques dcs tissus 



Par a i l l e u r s  l a  synthèse  d 'ac ides  g r a s  monoinsaturés s e  f a i t  par élonga- 

t i o n  de l 'o leyl-COA dans l e s  microsomes cérébraux  (BOURRE, 1976). 

c)  Synthèse mi tochondr ia le  -----------  
La mitochondrie con t i en t  une t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é  d ' ac ides  g r a s  à longues 

cha înes  (BOURRE e t  c o l l . ,  1976), d ' a u t r e  p a r t  e l l e  n e  s y n t h é t i s e  que s e s  pro- 

p r e s  ac ides  g r a s  et  n ' i n t e r v i e n t  pas  d a n s l a  synthèse  d 'ac ides  g r a s  myéliniques 

(BOURRE,. 1973). Contrairement aux microsomes, l'acétyl-CoA dans l e s  mitochon- 

d r i e s  e s t  l e  donneur de  carbone. De p lus  s e u l e  l ' a c t i v i t é  de l a  C é longase 
1 6  

est en reg i s t r ée .  

Il semble donc que l e  cerveau s o i t  autonome pour l a  synthèse  des  a c i d e s  

g r a s  du groupe 1. 11 n'en e s t  pas  d e  même pour ceux du groupe 2. 

1.2.2 S p t h è s e  d ' ac ides  g ra s  p o l ~ i n s a t u r é s  ou (AGPI) - ........................ ------------------- 

Dans l e  règne  animal,  l ' absence  d e  A 1 2  et L 1 5  desa tu ra se  rend Mpos- 

s i b l e  l a  synthèse  d ' ac ide  l i n o l é i q u e  C 18:2 n-6 e t  d ' ac ide  a lpha- l ino lén ique  

C 18:3 n-3 p récu r seu r s  d 'ac ides  g r a s  po ly insa tu ré s  à p l u s  longue cha îne  (AGPI) 

(MORHRHAUER e t  H O W  , 1963) . 

a)  Synthèse des  AGPI _ _ - -  ---- 

Le t ab l eau  I V  schématise  les p r i n c i p a l e s  é t apes  d e  l a  b iosynthèse  des  AGPI 

à p a r t i r  des  a c i d e s  g r a s  e s s e n t i e l s .  E l l e  repose  s u r  une a l t e r n a n c e  d ' é t apes  

d e  d é s a t u r a t i o n  e t  d ' é longat ion  dont l e s  enzymes c l e f s  sont  l a  h 6 e t  l a  A 5  

desa tu ra se  (SINCLAIR e t  CRAWFORD, 1972), dont  l a  l o c a l i s a t i o n  e s t  ~ r i n c i p a l e m e n t  

c é r é b r a l e  e t  hépat ique.  

La présence d ' ac ides  g ra s  po ly insa tu ré s  de  t o u t e  longueur d e  chaîne e s t  

donc é t ro i tement  dépendante de l ' a p p o r t  a l i m e n t a i r e - e n  ac ides  g r a s  e s s e n t i e l s .  

A c e  t i t r e ,  l e  cerveau n ' e s t  pas  p lus  autonome que l e s  a u t r e s  organes.  



TABLEAU V : ORIGINE DES ACIDES GRAS POLYhTSATURES CHEZ LES 

MAMMIFERES (Cook, 1978) 

I 

; Embryon 

1 
1 
! 
1 Nouveau-né 

Adultc L 

APPORT MOGENE 

foie maternel 

par le placenta 

lait 

alimcntation 

alimcntation 

ACîIVITE h6 DESATURASE 

FOIE CERVEAU 

modéré 1 augmenté au cours 

1 des derniers stades 

l 

modérée 1 très élevée 

tr?s élcvée ' faible 

ClcvCe faible 



Le problème de  son autonomie se complique encore  pa r  l e  f a i t  que les 

enzymes c l e f s  du métabolisme des  AGPI ont  une a c t i v i t é  q u i  s u i t  l e  dévelop- 

pement cé réb ra l .  

b) Origine des  AGPI cérébraux _ _ _ - - - - - - - -  
L ' a c t i v i t é  spéc i f ique  d e  l a  A 5  desa tu ra se  c é r é b r a l e  a t t e i n t  son maximum 

e n t r e  l e  4ème e t  l e  20ème j o u r  ap rè s  l a  na i s sance  chez l e  r a t ,  pour e n s u i t e  

d é c r o î t r e .  Il en est de  même pour l a  A 6  desa tu ra se  (COOK, 1978). 

Dans l e  t ab l eau  V e s t  r epo r t ée  l ' é v o l u t i o n  d e  c e t t e  enzyme au niveau du f o i e  

e t  du cerveau. Il e s t  à n o t e r  que l e  p r o f i l  é v o l u t i f  est inversé .  L ' a c t i v i t é  

d e  l a  A 6  desa tu ra se  c é r é b r a l e  e s t  t r è s  é l evée  au  cours  du développement embry- 

onnai re ,  e l l e  e s t  i n s i g n i f i a n t e  chez l ' a d u l t e .  

I l  semble donc que dès  l e  sevrage,  l e  cerveau des  Mammifères s o i t  t r i b u -  

t a i r e  d'un appor t  en AGPI s y n t h é t i s é s  au niveau du f o i e  e t  déversés  dans l a  

c i r c u l a t i o n  sanguine. 

Ains i  l 'autonomie du cerveau en ma t i è r e  d e  synthèse  d 'ac ides  g ra s  s e  li- 

m i t e r a i t  chez l ' a d u l t e  à l a  product ion des  a c i d e s  g r a s  du groupe 1, il dépen- 

d r a i t  d'un appor t  a l i m e n t a i r e  pour l es  a c i d e s  g r a s  e s s e n t i e l s  e t  d'un appor t  

s é r i q u e  pour l e s  AGPI. 

II - B.H.E. ET CAPTATION D'ACIDES GRAS 

Les ques t ions  q u i  s e  posent  son t  l e s  su ivan te s  : l a  B.H.E. e s t - e l l e  per-  

miss ive  en ma t i è r e  d e  c a p t a t i o n  d ' ac ides  g ra s ,  ou b ien  exe rce - t - e l l e  un pouvoir  

s é l e c t i f  ? 

Des éléments d e  réponse proviennent s o i t  des  é tudes  r é a l i s é e s  après  in- 

j e c t i o n  d e  précurseurs  d ' ac ides  g r a s  ou d ' ac ides  g r a s  eux-mêmes, s o i t  des  é t u d e s  

d i é t é t i q u e s .  



11.1 ETUDES " I N  VIVO" 

II .l. 1 U t i l i s a t i o n  d e s  p récu r seu r s  d ' ac ides  g r a s  ........................................ 

L ' i n j e c t i o n  d ' a c é t a t e  marquée au C dans l a  c a r o t i d e  de  r a t  a d u l t e  14 
s u i v i e  d e  l a  d é c a p i t a t i o n  1 5  secondes p lus  t a r d  d e  l ' an imal ,  met en évidence 

(DHOPESHWARKAR e t  MEAD ,: 197 1)  : 

- l a  synthèse d e  c h o l e s t é r o l  marqué en q u a n t i t é  importante ,  

- l a  synthèse de  l i p i d e s  "de novo" dont c e l l e  des  a c i d e s  gras ,  

- l e  marquage des  l i p i d e s  p o l a i r e s  majeurs e t  l ' i nco rpora t ion  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  dans l e s  complexes l i p i d i q u e s .  

La B.H.E. permet donc l e  passage des  p récu r seu r s  r a d i o a c t i f s  du sang v e r s  

l e  cerveau. Toutefo is  l a  v o i e  d ' i n j e c t i o n  semble ê t r e  déterminante.  En e f f e t ,  

l o r sque  l ' a c é t a t e  e s t  i n j e c t é e  pa r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e  e t  que l ' an imal  est 

s a c r i f i é  24 heures  p l u s  t a r d ,  l a  phosphat idylchol ine  c é r é b r a l e  s e ra  marquée 

p ré fé ren t i e l l emen t  . Par  con t r e ,  s i  1' i n j  ec t ion  e s t  i n t r a c a r o t i d i e n n e ,  s u i v i e  

1 5  secondes p l u s  t a r d  du s a c r i f i c e  de l ' an ima l ,  c ' e s t  l a  phosphat idylsér ine  

q u i  s e r a  massivement marquée (DHOPESHWARKAR e t  c o l l . ,  1973). I l  appa ra î t  donc 

que l e  chemin emprunté e t  l e  temps e n t r e  l ' i n j e c t i o n  e t  l e  s a c r i f i c e - s o i e n t  

déterminants .  Toutefo is  l e  chemin emprunté n ' e s t  important que l o r s  d ' i n j  ec- 

t i o n s  d e  précurseurs  d ' a c i d e s  gras .  En e f f e t ,  l o r sque  l ' a c i d e  pa lmi t ique  marqué 

au C e s t  i n j e c t é  pa r  v o i e  i n t r ave ineuse  ou i n t r a c a r o t i d i e n n é ,  c ' e s t  l a  phos- 
14 

pha t idy lcho l ine  q u i  s e r a  dans l e s  deux cas  l a  p l u s  r ad ioac t ive .  

II. 1.2 U t i l i s a t i o n  d e s  ac ides  g ra s  

L 'acide pa lmi t ique  marqué au C e t  i n j e c t é  par  v o i e  i n t r aca ro t idenne  14 
se f i x e  dans l e s  phospholipides cérébraux dans l e s  mêmes propor t ions  que l ' a c é -  

t a t e  marqué (DHOPESHIJARKAR e t  c o l l . ,  1973). Ces é tudes  ont  montré que l e  cerveau  

é t a i t  capable de  c a p t e r  e t  d ' a s s i m i l e r  l e s  a c i d e s  g r a s  s é r iques .  



TABLEAU VI : SYMPTOMES DE CARENCE EN ACIDES GRAS ESSENTIELS. 

CROISSANCE (Burr et Burr, 1929) 

*retard de croissance chez le rat : 20-30% chez la femelle 
et 30-50% chez le+mâle 

MANTFESTATIONS CUTANEES (Burr et Burr, 1929,1930, Jokgensen et 
Holmer, 1969) 

*perte de poils 
*nécrose de la queue 
*diminution de la pigmentation de la peau 

REPRODUCTION (Lackenbush et coll., 1942, Deuel et coll., 1954) 

*augmentation du temps de géstation 
*hémorragie lors de la parturition 
"nombreux ratons mort nés 
*atteinte difficile de l'age du sevrage 

AUTRES EFFETS (Panos et coll., 1956, Salli et coll., 1975) 

*augmentation du métabolisme de base de 30 à 50 % 
*augmentation de la perméabilité cutanée 
*déséquilibre de la balance hydrique 
*modification de l'électrocardiogramme 
*diminution de la capacité d'apprentissage 



Lorsque l ' a c i d e  s t é a r i q u e  marqué au C e s t  i n j e c t é  par  v o i e  sous- 
14 

cu tanée ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  re t rouvée  au niveau des phospholipides du cer -  

veau, e t  p lus  pa r t i cu l i è r emen t  ceux des  synaptosomes (BOURRE e t  c o l l . ,  1977).  

Toutefo is  l ' a c i d e  s t é a r i q u e  s u b i t  des  phénomènes d 'é longat ion  ou d e  

dégradat ion ou encore donne na issance  à d e  l ' a c é t a t e  puisque l a  r a d i o a c t i v i t é  

est re t rouvée  au niveau d ' ac ides  g ra s  s u p é r i e u r s  en C20, C22, C26 a i n s i  qu'au 

niveau de  l ' a c i d e  pa lmi t ique  e t  du c h o l e s t é r o l  (GOZLAN-DEVILLIERRE e t  c o l l . ,  

1976) . 
La cap ta t ion  des  a c i d e s  g ra s  i n j e c t é s  e t  l e u r  incorpora t ion  dans l e s  

l i p i d e s  complexes cérébraux v a r i e  notamment avec l e  type  c e l l u l a i r e  e t  l e  

s t a d e  d e  développement. A i n s i  l a  r a d i o a c t i v i t é  cap tée  au niveau d e s  neurones 

e t  moins importante  que c e l l e  e n r e g i s t r é e  au niveau des  a s t r o c y t e s  (respec-  

t ivement 800 et  2200 cpm/mg de  p ro t é ines  20 heures  ap rè s  l ' i n j e c t i o n )  (MORAND 

et  c o l l . ,  1979). E l l e  v a r i e  avec l a  c l a s s e  l i p i d i q u e  : 80% de  l a  r a d i o a c t i -  

v i t é  e s t  re t rouvé  au  niveau des phospholipides a s t r o c y t a i r e s  c o n t r e  65% au 

niveau neuronal (MORAND e t  c o l l . ,  1979) 

L'apport exogène d ' a c i d e s  g ra s  v a r i e  en fonc t ion  du développement céré-  

b r a l .  A ins i  l ' a c i d e  s t é a r i q u e  e s t  cap té  J e  façon c r o i s s a n t e  durant  l a  pér iode  

d e  myél in isa t ion  pour e n s u i t e  d é c r o î t r e  (BOURRE e t  c o l l .  , 1978). 

ETUDES DIETETIQUES 

S i  l e s  é tudes  "in v i t r o "  ont montré l ' e x i s t e n c e  d'une c a p t a t i o n  céré-  

b r a l e  d ' ac ides  g r a s ,  l e s  r é s u l t a t s  r e s t e n t  imprécis  quant à l a  d é f i n i t i o n  

d e s  beso ins  cérébraux.  Des é tudes  d i é t é t i q u e s  p a r  l e  b i a i s  des  carences  nu- 

t r i t i o n n e l l e s  e t  des  régimes l i p i d o p r i v e s  ont  permis de  p r é c i s e r  l e s  beso ins  

fondamentaux en  a c i d e s  g r a s  du S.N.C. 

11.2.1 Carences n u t r i t i o n n e l l e s  ........................ 

Les carences n u t r i t i o n n e l l e s  t o t a l e s  en  a c i d e s  g r a s  e s s e n t i e l s  s ' ac -  

compagnent de  syndromes typ iques  résumés t a b l e a u  V I  e t  parmi l e s q u e l s  on 

n o t e r a  p lus  pa r t i cu l i è r emen t  l e s  problèmes d e  c ro i s sance ,  l e s  man i f e s t a t ions  

cu tanées  e t  les problèmes l i é s  à l a  reproduct ion .  



FIGURE 7 : CORRELATION ENTRE LE C l  8 : 2 ET le C l  8 : 3 ALILMENTAIRE ET 
LES AGPI SERIQUES (Durnnd et coll., 1985). 

I o33AC totaux 

I ALIMENTATION 

Les rats sont soumis à un régime contenant 10% de lipides sous forme d'huile d'olive. A rage 
adulte et pour deux mois, ils sont partagés en 7 lots: 
-un lot continue de recevoir le régime "huile d'olive" et constitue le lot de référence. 
-cinq lots reçoivent un régime ne différant du régime "huile d'olive" que par la nature de l'apport 
lipidique, la moitié de l'huile d'olive, soit 5% du régime. étant remplacée par : de I'huile de 
tournesol ou de l'huile de soja ou de l'huile extraite de boîte de sardines à l'huile d'olive ou de 
I'huile extraite des maquereaux entiers ou de l'huile de foie de morueLe septieme lot recoit un 
régime dit hypolipidique. ne renfermant que 1% de lipides sous forme d'huile de tournesol. 

Les tcneurs en AG saturés des diverses matières grasses utilisées se situent entre 
15%(toumesol) et 22,5%(maquereau). 

Les teneurs cn AG monoinsaturés vont de 66%(olive) 5 41 %(tournesol). 
Les teneurs cn AG polyinsaturb w6 vont dc 43%(toumcsol) à 10 %(foie de morue). 
Les tcneurs en AG polyinsalurCs w3 vont de 0.5% (tournesol) à 15 55 (foie de morue). 



LEVIN e t  KLEEMAN e n  1970 o n t  m i s  en  év idence  une c a p t a t i o n  s é l e c t i v e  

du C 18:3 n-3 par  r a p p o r t  a u  C 18:2 n-6 en  dosan t  l e u r s  homologues po ly in -  

s a t u r é s  (C 20:4 n-6 e t  C 22:6 n-3) don t  i l s  s o n t  l e s  p r é c u r s e u r s .  

Bien que l e  ce rveau  s o i t  c o n s i d é r é  comme é t a n t  l ' o r g a n e  l e  p l u s  p r o t é g é  

d e  l ' o r g a n i s m e  f a c e  à une c a r e n c e  en a c i d e  l i n o l é n i q u e ,  l e s  membranes d e s  

c e l l u l e s  e t  o r g a n i t e s  c é r é b r a l e s  n ' échappen t  pas  à l a  r è g l e  e t  s o n t  p e r t u r -  

bées  p a r  les c a r e n c e s  a l i m e n t a i r e s  (BOURRE e t  c o l l . ,  1984).  

11.2.2 Le ce rveau  : un organe ~ r o t é g é  ------------------ ---- ---- - 

L ' a p p l i c a t i o n  d e  régime l i p i d o p r i v e  s é l e c t i f  a permis d e  m e t t r e  en  é v i -  

dence  un phénomène q u i  p r o t è g e  l e  ce rveau  c o n t r e  les  m o d i f i c a t i o n s  d e  l ' a p -  

p o r t  l i p i d i q u e  a l i m e n t a i r e .  

L ' é t r o i t e  r e l a t i o n  e x i s t a n t  e n t r e  l ' a p p o r t  a l i m e n t a i r e  e t  l a  composi t ion 

s é r i q u e  en a c i d e s  g r a s  a é t é  é t u d i é e  en  soumet tan t  d e s  animaux à des  r é g i m e s  

con tenan t  d e s  q u a n t i t é s  v a r i a b l e s  d ' a c i d e s  l i n o l é i q u e  e t  l i n o l é n i q u e  (DURAND 

e t  c o l l . ,  1985) .  

11 a été m i s  e n  e v i d e n c e  une c a p t a t i o n  c é r é b r a l e  t r è s  i m p o r t a n t e  

d'AGPI l o r s q u e  l ' a p p o r t  a l i m e n t a i r e  est i n f é r i e u r  à 2-37 ; c e t t e  c a p t a t i o n  

n ' e s t  p l u s  p r o p o r t i o n n e l l e  à c e  t a u x  d'AGPI s é r i q u e s  quand l ' a p p o r t  exogène 

est e x c é d e n t a i r e .  

A i n s i  t o u t e s  les m a n i p u l a t i o n s  d i é t é t i q u e s  i n f l u e n c e n t  l a  composi t ion s é r i q u e  

e t  c o n d i t i o n n e n t  les a p p o r t s  l i p i d i q u e s  aux t i s s u s  e t  e n  p a r t i c u l i e r  au 

ce rveau .  

Un d é f i c i t  a l i m e n t a i r e  en  a c i d e s  g r a s  e s s e n t i e l s  d e s  s é r i e s  n-6 e t  n-3 

a p p l i q u é  à u n e  r a t e  2  semaines  a v a n t  l e  te rme  d e  sa g e s t a t i o n ,  provoque l ' a p -  

p a r i t i o n  d ' a c i d e s  g r a s  d e  l a  s é r i e  n-9 chez l e  r a t o n  nouveau-né. A i n s i  l ' a c i d e  

e i c ~ s a t r i é n o ~ ~ u e  c 20:3 n-9 au n iveau  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  d e s  microsomes myé- 

l i n i q u e s  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  augmenté a l o r s  que l e  t a u x  C -20:4 n-6 e t  C 22:4 

n-6 est t r è s  f a i b l e .  C e t t e  augmentat ion d e s  AGPI d e  l a  s é r i e  n-9 contreba-  

l a n c e  l e  d é f i c i t  d ' i n s a t u r a t i o n  provoqué p a r  l e  régime c a r e n c é  en C 18 n-6 

e t  C 18 n-3 q u i  b loque  l e s  v o i e s  d e  s y n t h è s e  d e s  AGPT d e s  deux s é r i e s  (SIJN, 



FIGURE 8 : VITESSE DE RECUPERATION DES ORGANELLES CEREBRALES. 
(d'après Youyou et coll., 1986) 
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De même l e s  l i p i d e s  cérébraux des animaux soumis à des  régimes l i p i -  

doprives pour l e s  ac ides  g r a s  de  l a  s é r i e  n-3 uniquement (régime à l ' h u i l e  

de  Tournesol) ont un degré d ' i n s a t u r a t i o n  analogue à c e l u i  des  animaux non 

carencés ( h u i l e  de So ja ) .  Toutefo is  l e  taux  dlAGPI de  l a  s é r i e  n-6 par rap- 

p o r t  au taux  d'AGPI de  l a  s é r i e  n-3 e s t  pa r t i cu l i è r emen t  per turbé .  

Chez l e s  animaux soumis au régime Tournesol,  l e  d é f i c i t  t r è s  important 

en ac ide  docosahexaéno~que (C 22:6 n-3) e s t  compensé par  un excès de C 22:5 

n-6 (BOURRE e t  c o l l . ,  1984) .  

I l  semble donc que l e  cerveau maint ienne à t ous  p r i x  cons tan te  s a  con- 

c e n t r a t i o n  en ac ides  g r a s  po ly insa tu ré s  t o u t  en accusant  un d é f i c i t  en a c i d e s  

g r a s  à t r è s  longue cha îne  q u i  au ra i en t  dû d é r i v e r  d e  l ' a c i d e  g r a s  absent  d e  

l ' a l i m e n t a t i o n .  Il m e t t r a i t  en oeuvre un système de  p r o t e c t i o n  vis-à-vis  des  

manipulat ions d i é t é t i q u e s  en maintenant l e  taux  cons tan t  d ' i n s a t u r a t i o n  des  

a c i d e s  g ra s .  

Le cerveau : un organe q u i  récupère  ................................... 

La carence  n u t r i t i o n n e l l e  en ac ide  l i n o l é n i q u e  provoque de  graves ano- 

mal ies  dans l a  composition en ac ides  g r a s  des  c e l l u l e s  e t  o r g a n i t e s  du cer -  

veau. La v i t e s s e  de  r écupé ra t ion  ap rès  r e p r i s e  d'un régime normal e s t  e x t r ê -  

mement l e n t e  (YOUYOU e t  c o l l . ,  1986). 

Il f a u t  p lus i eu r s  mois pour q u ' e l l e s  recouvrent  une q u a n t i t é  normale 

en  ac ide  d o c o ~ a h e x a n é o ~ ~ u e  (C 22:6 n-3) e t  perdent  l e u r  ac ide  docosapenta- 

néolque ( C  22:5 n-6) e n  excès.  Ce t t e  l e n t e u r  i l l u s t r é e  f i g u r e  8  e s t  l a  m ê m e  

q u e l l e  que s o i t  l a  c e l l u l e  ou l ' o r g a n i t e .  

On pour ra i t  p r évo i r  que l a  r écupé ra t ion  s e r a i t  effect ivement  peu 

r ap ide  dans l a  myléine, membrane à renouvellement l e n t  mais il e s t  t r è s  

unat tendu d 'observer  que l e s  terminaisons nerveuses a i e n t  e l l e s  a u s s i  une 

r écupé ra t ion  t r è s  l e n t e ,  a l o r s  que l e  renouvellement des  molécules cons t i -  

t u a n t  l e u r s  membranes e s t  supposé rap ide .  La r é g u l a t i o n  de l a  r écupé ra t ion  

s e  s i t u e ,  s o i t  au niveau d e  l a  product ion hépat ique  des  f i n s  de cha înes  

( ac ide  d o c o ~ a h e x a é n o ~ ~ u e ) ,  s o i t  au niveau du t r a n s p o r t  de l a  B.H.E, s o i t  au  



d e s  a c t i v i t é s  enzymat iques d e  désa tu ra t ion  e t  d ' é longat  ion q u i  s o n t  reconnus 

pour ê t r e  a f f a i b l i e s  dans l e  cerveau ap rès  l a  na i s sance  (COOK, 1978, STROWE- 

VALLET e t  PASCAUD, 1971). Il est i n t é r e s s a n t  d e  c o n s t a t e r  que l e s  microvais- 

seaux e t  l e s  c a p i l l a i r e s  cérébraux ont  a u s s i  une v i t e s s e  de  r écupé ra t ion  

t r è s  l e n t e ,  b ien  q u ' i l s  s o i e n t  en con tac t  avec l e s  l i popro té ines  plasmatiques 

normales (HOMAYOUN et  c o l l . ,  1987). Ces r é s u l t a t s  impliquent un r ô l e  impor- 

t a n t  d e  l a  B.H.E. dans l e s  phénomènes d e  récupéra t ion .  

II. 3 .  ETUDES " I N  VITRO" 

Les é tudes  "in v i t r o "  s u r  c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s  on t  permis d e  d é f i n i r  

que l s  é t a i e n t  l e s  a c i d e s  g r a s  réel lement  ind ispensables  pour l e  cerveau 

(BOURRE e t  c o l l . ,  1983).  

D'une p a r t  l e  cerveau n e  con t i en t  pratiquement pas  d 'ac ide  l i n o l é i q u e  

n i  d ' a c i d e  l i no lén ique .  D ' au t r e  p a r t  les c e l l u l e s  nerveuses en c u l t u r e  ne  son t  

pas capables  de  s y n t h é t i s e r  des  q u a n t i t é s  app réc i ab le s  d 'ac ide  d o c o ~ a h e x a n é o % ~ u e  

C 22:6 n-3. Seule  l ' a d d i t i o n  d e  C 20:4 n-6 e t  C 22:6 n-3 dans l e  mi l i eu  de 

c u l t u r e  d e  c e l l u l e s  nerveuses permet un m e i l l e u r  fonctionnement des  neurones 

mesuré par  exemple par  l e  r e l a rgage  d e  neuromédiateurs (LOUDE e t  c o l l . ,  1983, 

BOUKRE e t  c o l l . ,  1983) ,  e t  l a  m u l t i p l i c a t i o n  et l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  o l igo-  

dendrocytes  par  l e  b i a i s  d 'une composition normale en ac ides  g ra s  d e  l e u r s  

membranes. Il semble donc que l e s  a c i d e s  po ly insa tu ré s  de  f i n  de  cha ïne  l i n o -  

l é i q u e  e t  l i no l én ique ,  pu is  déversés  dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine s o i e n t  l e s  

ac ides  g r a s  e s s e n t i e l s  pour l e  cerveau. P r i s  en  charge par  d i v e r s  t ranspor-  

t e u r s ,  i l s  s e  t rouvent  a l o r s  confrontés  à l a  s é l e c t i v i t é  d e  l a  B.H.E. 

Nous é tud ie rons  donc t o u r  à t ou r  l e s  d i f f é r e n t s  t r a n s p o r t e u r s  s é r i q u e s  

d ' ac ides  g ra s  pour t rouve r  un riiodèle s u s c e p t i b l e  de s ' adap te r  à l a  B.H.E. 



TABLEAU VI1 : CONSTANTES D'ASSOCIATION DES ACIDES GRAS POUR LE 
PLASMA HUMAIN.(d'aprCs Spcctor. 1975) 

Ka RbulIals en M-1 

Sites de Iixaiion 

1 

2 

3 

4 

nexanoaio 

1.5 104  

2.4 10.3 

3.1 10 2 

2.0 10.2 

5 4.7 10.1 

Oclanoaie 

3.4 10.4 

9.7 10.3 

4.5 10.3 

1.4 10.3 

1.6 10.3 

ûécanoaie 

1.0 10.5 

2.8 10.4 

1.2 10.4 

1.2 10.4 

7.8 10.3 

Laurale 

2.4 10.6 

1.1 10.6 

4.9 10.5 

2.5 10.5 

1.9 10.5 

Myristale 

2.1 10.7 

6.4 10.6 

2.7 10.6 

1.0 10.6 

8.1 10.5 

Palmilaie 

6.2 10.7 

2.3 10.7 

1.2 10.6 

3.1 10.6 

1.5 10.6 

Slearate 

1.5 10.8 

5.3 10.7 

1.9 10.7 

5.6 10.6 

4.5 10.6 

M a l e  

2.6 10.8 

9.4 10.7 

2.9 10.7 

2.1 10.7 

Linokate 

7.9 10.7 

8.7 10.6 

sS.1 10.6 

3.1 10.6 

1.1 10.7 6.8 10.5 



III - LES TRANSPORTEURS LIPIDIQUES 

Les t r a n s p o r t e u r s  p o t e n t i e l s  des  AG dans l e  sang son t  au nombre de 

t r o i s  à s a v o i r  : 

- l a  sérum albumine 

- l ' a lpha  f o e t o p r o t é i n e  

- l e s  l i p o p r o t é i n e s  

111.1 LA SERüM ALBUMINE 

La sérum albumine, chaîne polypept id ique  d e  569 à 613 r é s i d u s  d 'ac ides  

aminés est capable d e  t r a n s p o r t e r  d e  nombreux AG l i b r e s  e t  possède p l u s i e u r s  

s i t e s  d e  f i x a t i o n  en r e l a t i o n  avec sa conformation (SPECTOR, 1975) . 
La cha îne  polypept idique comporte q u a t r e  rég ions  g l o b u l a i r e s ,  s t a b i l i s é e  

par  des  pon t s  d i s u l f u r e s .  

Les deux s i t e s  d e  l i a i s o n  pour l e s  an ions  organiques son t  l o c a l i s é s  dans 

des  c r evasses  hydrophobes. A c ô t é  de  c e s  deux s i t e s  possédant l e s  c o n s t a n t e s  

d ' a s s o c i a t i o n  l e s  p l u s  f o r t e s  e t  f i x a n t  l e s  ac ides  g ra s  l i b r e s  à longue charne ,  

il e x i s t e  p l u s i e u r s  a u t r e s  s i t e s  ayant  une cons t an te  p l u s  f a i b l e  e t ï i a n t  l a  

b i l i r u b i n e  ou d  ' a u t r e s  composés organiques .amphotères (FREDICKSON e t  GORDON, 

1958). 

La sérum albumine prend a i n s i  en charge  l e s  a c i d e s  g r a s  l i b r e s  du plasma 

q u i  proviennent en p a r t i e  de l a d é g r a d a t i o n  des  t r i g l y c é r i d e s ,  d e s  ad ipocytes  

ou des  l i p o p r o t é i n e s  t e l l e s  que l e s  chylomicrons ou l e s  VLDL. 

Pour une concent ra t ion  plasmatique d e l ' o r d r e  d e  0,18 à 1,65  mM. Les 

ac ides  g r a s  l i b r e s  s e  f i x e r o n t  s u r  l e s  deux s i t e s  d e  haute  a f f i n i t é .  Pour une 

concent ra t ion  de 2 mM, l e s  a c i d e s  g r a s  l i b r e s  occuperont l e s  a u t r e s  s i t e s  

de  f i x a t i o n  (SPECTOR e t  c o l 1  . , 1973) . 
Une c e r t a i n e  s p é c i f i c i t é  dans l a  l i a i s o n  ac ide  g r a s  s e  dégage du 

tab leau  V I I .  La cons t an te  d ' a s s o c i a t i o n  c r o î t  en fonc t ion  du nombre*dlatomes 

de  carbone d e  l a  cha îne  a l ipha t ique .  La sérum albumine s ' a v è r e  ê t r e  un t r a n s -  

por teur  e f f i c a c e  d ' a c i d e s  gras .  Toutefo is  s a  c a p a c i t é  à f i x e r  l e s  AGPI e s t  

re la t ivement  l imi t ée .  



De p lus ,  l e s  t ravaux d e  PARDRIDGE e t  c o l l .  en 1985 ont  montré que l 'a l -  

bumine ne s e  f i x a i t  pas  de  façon s a t u r a b l e  s u r  l e s  c a p i l l a i r e s  i s o l é s  de  cer-  

veau d e  boeuf. 

C e t t e  absence de  r écep teu r s  spéc i f iques  au niveau de l a  B.H.E. a s s o c i é e  

à une c a p a c i t é  l i m i t é e  dans l e  t r a n s p o r t  des  AGPI f o n t  d e  l a  sérum albumine 

un v e c t e u r  peu probable  dans l ' a l i m e n t a t i o n  l i p i d i q u e  cé réb ra l e .  

L'AFP e s t  une g lobu l ine  s y n t h é t i s é e  pr incipalement  pa r  l e  f o i e  e t  sécré-  

t é e  dans l e  plasma au cours  du développement f o e t a l  et pos t -na t a l  (AUSSEL e t  

MASSEYEF,, 1983) 

Bien que ~ ' A F P  s o i t  ant igénét iquement  d i s t i n c t e  d e  l a  sérum albumine, l e s  

deux p r o t é i n e s  possèdent quelques p r o p r i é t é s  physicochimiques e t  biochimiques 

analogues (YAVIN e t  c o l l . ,  1984). Toutefo is ,  l'AFP f i x e  p l u s  pa r t i cu l i è r emen t  

des  AGPI. 

Selon AUSSEL e t  MASSEYEF,. il e x i s t e  une d i f f é r e n c e  n o t a b l e  e n t r e  l e s  

d i f f é r e n t e s  cons t an te s  d ' a s s o c i a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  s a t u r é s  e t  monoinsaturés 

e t  les AGPI. 

6 -1 ' 

AGP 1. . . . . . . . . . . . . . . . . k a = 1 0 M  - 

Acides g r a s  sa turés . .  
4 ka = Io M-1 

A i n s i  l ' a f f i n i t é  de ~ ' A F P  pour l e s  a c i d e s  g r a s  e s t  d ' au t an t  p lus  grande 

que l e  nombre d'atomes de  carbone e t  de  doubles l i a i s o n s  de  l e u r  chaïne a l ipha -  

t i q u e  e s t  grand. 

S i  l'AFP peut  jouer  un r ô l e  de t r a n s p o r t  e t  amener l e s  AGPI au cerveau, 

s a  c o u r t e  a p p a r i t i o n  dans l e  sérum r e s t r e i n t e  aux premiers  s t a d e s  du développe- 

ment, n ' en  f a i t  pa s  un vec t eu r  de  choix dans l e s  échanges l i p i d i q u e s .  



FlGURE 9 : STRUCTURE GEhTRALE D'UNE LIPOPROTENE. 
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TABLEAU Vlll : Les principales apoprotéines, localisation et fonctions. 

TABLEAU IX : Caractéristiques physico-chimiques et composition des principales lipoprotéines 

Rôle fonctionnel 

Transport des lipoprotéines 
hépatiques 
Interaction R. LDL 
Liaand des récepteurs B.E 
Transport des lipoprotéines 
intestinales 
Transport HDL naiss. 
Ligand des R. 

Transport 
Activ. LCAT 
Activ. Tryglycéride lipase 
hé~atiaue 
Activ. LCAT 

ligand des R 

Activ. Lipoprotéine lipase 

Inhibe capt. Apo E 
Inhibe la LPL 1 
Activ. LCAT 

Lipoprotéine 

VLDL 
LDL 

Chylomicrons 
VLDL 
Remnants 
VLDL 
HDL 1-2 
Chy lomicrons 
HDL 
prot. struct. des HDL 

Chy lomicrons 
VLDL 
HDL3 
VLDL 
HDL 
VLDL 
HDL 
VLDL 

Flc::ation (Sf) 
Densité 

Ta1 'e (nm) 
IAigration en 
e~ec!ro~horèse 
Cor~os i t i on  (%) 
Prot. 
a 
CE 
PL 

, TG 

Lieu de synthèse 

Foie 
Intestin 

Intestin 

Foie 
Tissus périphériques 

Foie 
Intestin 
Foie 
Intestin 
Intestin 

Foie 

Foie 

Foie 

Apoprotéine 

B I  O0 

Bf 8 

E 

A l  

Al l  

AIV 

Cil 

Clll 

PM (kD) 

540 

260 

3 3  

2 8  

1 7  
(8.5 X 21 

45 

8 ,5  

Chylomicrons 

> 400 
c 0,94 

75-600 
O 

2 ,s  
O, 8  
2.9 

9 
85  

1 
CI 5 .5  

VLDL 

20-400 
0,94- 
1,006 
30-80 
P ré -  
béta 

9  
12  
6  
18  
5 3 

IDL 

1 2 - 2 0  
1,006- 
1  ,O1 9 
25 -30  
béta 
large 

1 3  
1 O 

2 7  
2 0  
3 0  

LDL 

0-1  2  

1  ,O1 9 -  
1,063 
21 -25  
béta 

2 1  
8  

3 7  
2 2  
11 

HDL2 

O 

1,063- 
1,125 

11 
alpha 

44  
3  
15 
3 6  
2 

HDL3 

O 

1 ,125-  
1 .21 

9 
alpha 

5 4  
3 
1 8  
2 3  
2  



III .3 LES LIPOPROTEINES 

III. 3 . 1  Leur déf  init ion  ------------- 

Les l i p o p r o t é i n e s  a s su ren t  l e  t r a n s p o r t  des  l i p i d e s  dans l e  comparti- 

ment plasmatique. E l l e s  permettent 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  g r a i s -  

s e s  d ' o r i g i n e  exogène ou endogène, a i n s i  que c e l u i  de  d i v e r s e s  subs tances  

l i p o s o l u b l e s  (v i tamines ,  ca ro t ènes ,  médicaments. . .) . 
Très  schématiquement l e  noyau c e n t r a l  d e s  l i p o p r o t é i n e s  i l l u s t r é  f i -  

gure 9 e s t  c o n s t i t u é  d e  l i p i d e s  hydrophobes comme l e  c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  

(CE) et l e s  t r i g l y c é r i d e s  (TG) a l o r s  que l e s  c o n s t i t u a n t s  de  s u r f a c e  sont  l e  

c h o l e s t é r o l  l i b r e  (CL), l e s  phospholipides (PL) et les apo l ipopro té ines  

c l a s s é e s  se lon  l a  nomenclature "A, B ,  C". Ces apo l ipopro té ines  ( t a b l e a u  VI I I )  

i n t e rv i ennen t  dans l e  t r a n s p o r t  des  l i p i d e s ,  l e s  i n t e r a c t i o n s  l i popro té ines -  

r écep teu r s ,  a i n s i  que dans l a  r égu la t ion  d e  l ' a c t i v i t é  enzymatique impliquée 

dans l e  métabolisme d e s  l i p o p r o t é i n e s  (PoLONOVSKI et BEUCLER, 1983). Cepen- 

dant  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  e s t  en pe rpé tue l  remaniement du f a i t  d e  

nombreux échanges in t e rmolécu la i r e s  d e  t o u s  genres .  

Le tab leau  I X  i l l u s t r e  l a  c l a s s i f i c a t i o n  des  l i p o p r o t é i n e s  en f o n c t i o n  d e  

l e u r s  d i v e r s e s  p r o p r i é t é s  physiques. Sur l a  base  d e  l e u r  d e n s i t é  hydra tée ,  

e l l e s  s e  subdiv isen t  en ; 

- chylomicrons 

- l i p o p r o t é i n e s  de  t r è s  bas se  d e n s i t é  ou VLDL 

- l i p o p r o t é i n e s  de  basse  d e n s i t é  ou LDL 

- l i p o p r o t é i n e s  d e  hau te  d e n s i t é  ou HDL 

- l i p o p r o t é i n e s  i n t e rméd ia i r e s  ou IDL 

e t  également deux c l a s s e s  quant i ta t ivement  mineures : 

- l i p o p r o t é i n e s  d e  très h a u t e  d e n s i t é  ou VHDL 

1 , 2 1  4 d  4 1,25 

- l i p o p r o t é i n e s  (a )  : Lp (a )  chevauchant l e s  LDL et l e s  HDL 

1,05 < d  < 1,12 



FIGURE 10 : METABOLISME DES LIPOPROTEINES. 
(d'après Brown ct Goldstcin, 1985) 

nssus 
ADIPEUX, 
MUSCLES 

TlSSUS 
ADIPEUX. 

I MUSCLES 
W 
O 
O 
O 
z Y 

GRAISSES DE L'ALIMENTATION 

TRIGLYCÉRIDE - al- 

1 CHYW~ICRON ' A L ~ U ~ S  BILIAIRES 

CELLULES DU FOIE 

RÉCEPTEUR - 0  - 

HDL 

RECEPTEUR 
CE LDL 

CHOLESTEROL 



Etant  donné l ' importance des  apol ipopro té ines  en t a n t  qu'élément s t r u c -  

t u r a l  e t  fonc t ionne l  des  l i p o p r o t é i n e s  ALAUPOVIC e t  c o l l .  en 1972 ont  proposé 

un second mode d e  c l a s s i f i c a t i o n ,  non p l u s  par  r é f é rence  à l e u r s  p rop r i é t é s  

physicochimiques, mais en fonc t ion  d e  l e u r  composition en  apol ipopro té ines .  

Les l i p o p r o t é i n e s  son t  cons idérées  comme un ensemble d e  p a r t i c u l e s  où l e s  li- 

p ides  sont  a s s o c i é s  à une ou p l u s i e u r s  apol ipopro té ines .  A ins i ,  l e s  l ipopro-  

t é i n e s  s imples  cont iendront  une s e u l e  apol ipopro té ine  (ex. : Lp A I ,  Lp B ) ,  

t a n d i s  que l e s  l i p o p r o t é i n e s  complexes se ron t  composées d e  deux ou p l u s i e u r s  

apo l ipopro té ines  (ex. : Lp B - C I I I ,  Lp AI-AII). 

111.3.2 Leur métabolisme ---------------- 

Deux organes sont  impliqués dans l a  biosynthèse et l a  s é c r é t i o n  des l i po -  

p r o t é i n e s . :  l ' i n t e s t i n  et l e  f o i e  ( f i g u r e  10) .  

La muqueuse i n t e s t i n a l e  s y n t h é t i s é e  en période n u t r i t i o n n e l l e  des  chylo- 

microns à p a r t i r  des  g r a i s s e s  i ngé rées  et en t o u t e s  pér iodes  des  VLDL. Les 

chylomicrons s é c r é t é s  dans l a  lymphe e t  l e s  VLDL re jo ignen t  l a  c i r c u l a t i o n  

géné ra l e  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  du cana l  thorac ique  e t  s o n t  chargés de  t r i g l y c é -  

r i d e s  dont l e s  ac ides  g r a s  sont  essent ie l lement  d ' o r i g i n e  exogène. Le f o i e  

s y n t h é t i s e  e t  s é c r è t e  dans l e  sang des  HDL e t  des  VLDL. Ces d e r n i è r e s  t ranspor-  

t e n t  les t r i g l y c é r i d e s  endogènes formés dans l ' hépa tocy te .  Dans l e  sang, les 

chylomicrons e t  l e s  VLDL pour ê t r e  métabol i sés ,  do ivent  r ecevo i r  des  HDL un 

complément d 'apol ipopro té ines  et en p a r t i c u l i e r  d 'apoprotéine CI1 a c t i v a t r i c e  

d e  l a  l i p o p r o t é i n e  l i p a s e  (LPL). Les chylomicrons s o n t  t ransformés en p a r t i -  

c u l e s  r é s i d u e l l e s  appauvries  en t r i g l y c é r i d e s  e t  cap tées  e n s u i t e  par  l e  f o i e ,  

l e u r s  c o n s t i t u a n t s  de  s u r f a c e  pouvant dans l e  même temps donner na issance  aux 

HDL . 
Le métabolisme i n t r a v a s c u l a i r e  des  VLDL dépend au moins de deux enzymes : 

l a  l i p o p r o t é i n e  l i p a s e  (LPL) q u i  hydrolyse l e s  t r i g l y c é r i d e s  e t  l a  l é c i t h i n e -  

c h o l e s t é r o l  a c y l t r a n s f é r a s e  (LCAT) s y n t h é t i s é e  dans l e  f o i e  q u i  e s t  responsable  

de l ' e s t é r i f i c a t i o n  du c h o l e s t é r o l  s é r ique .  



FIGURE 11 : RELATION ENTRE LE CONTENU ALIMENTAIRE EN ACIDE 
LINOLENIQUE ET LES ACIDES GRAS DE LA SERIE w3 ou n-3 DE 

DIVERS ORGANES ET FRACIlONS . 
(dlaprèsNouvelot et coll. 1985) 

i c s  animaux ont éié soumis à un régime contenant 10% de lipides sous forme d'huile d'arachide ou 
dc colza. Les valeurs intermidiaires en contenu dhcidc linolénique ont étC obienues en ajourni 
des quantitks croissantes d'huile d'arachide à l'huile de colza. 



Les p a r t i c u l e s  r é s i d u e l l e s  d e  chylomicrons sont  cap tées  directement  pa r  

l e  f o i e ,  en revanche l e s  p a r t i c u l e s  r é s i d u e l l e s  des  VLDL d ' o r i g i n e  hépat ique  

ou l i p o p r o t é i n e s  i n t e rméd ia i r e s  (IDL) sont  cap tées  directement  par  l e  f o i e  

ou t ransformées en LDL. 

Les HDL quan tà  e l l e s ,  sont  s y n t h é t i s é e s  par  l e  f o i e  mais peuvent ê t r e  

également i s s u e s  du catabol isme des  l i p o p r o t é i n e s  r i c h e s  en t r i g l y c é r i d e s .  

Les précurseurs  des  HDL sont  des  complexes disco'idaux c o n s t i t u é s  d 'apol ipo-  

p r o t é i n e s ,  de  phospholipides e t  d e  c h o l e s t é r o l  l i b r e .  Sous l ' a c t i o n  de  l a  

LCAT, l e  c h o l e s t é r o l  de  s u r f a c e  e s t  e s t é r i f i é  par  un ac ide  g ra s  venant des  

phospholipides.  La r é a c t i o n  e s t  a c t i v é e  par  l ' apo  A I  p u i s  par  l ' apo  A I V .  Le 

c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  ainsi s y n t h é t i s é  s e  déplace  v e r s  l e  noyau d e  l a  l i po -  

p r o t é i n e  l i b é r a n t  une p l ace  pour une nouvel le  molécule de  c h o l e s t é r o l .  Les 

p a r t i c u l e s  n a i s s a n t e s  deviennent a i n s i  des  HDL3 q u i  a p r è s  l i p o l y s e  donneront 

des  HDL2. A ins i  l e s  HDL rep résen ten t  une c l a s s e  hétérogène de  l i p o p r o t é i n e s .  

Leur r i c h e s s e  en AGPI l o c a l i s é s  au  niveau d e  l e u r s  phospholipides e s t  un f a i t  

à r e t e n i r .  C e s  AGPI ont  é t é  s y n t h é t i s é s  au niveau du f o i e .  Les HDL c o n s t i t u e n t  

l e s  t r anspor t eu r s  par  exce l l ence  des  AGPI ( v o i r  pour revue : POLONOVsKI e t  

BEUCLER , 198 3) . 

111.3.3 HDL e t  n u t r i t i o n  ---------------- 

Nous avons rappelé  l e  métabolisme des  l i p o p r o t é i n e s  pour m e t t r e  en v a l e u r  

l ' i n c o r p o r a t i o n  progress ive  des  g r a i s s e s  a l i m e n t a i r e s  au niveau des  t ranspor-  

t e u r s  s é r iques ,  e t  soul igné  l ' importance des  f a c t e u r s  a l imen ta i r e s  s u r  l e u r  

c o n s t i t u t i o n .  

L ' incidence du régime a l i m e n t a i r e  s u r  l a  r é p a r t i t i o n  des ac ides  g ra s  a u  

s e i n  des  l i p o p r o t é i n e s  s é r i q u e s  a  é t é  démontrée par  des  études n u t r i t i o n n e l l e s .  

Ces é tudes  ont montré ( f i g u r e  11) que l e  taux  dlAGPI des  HDL é t a i t  

é t ro i t emen t  c o r r é l é  aux v a r i a t i o n s  de  l ' a p p o r t  a l i m e n t a i r e .  Une é tude  p l u s  

p r é c i s e  de  l ' é v o l u t i o n  de  ce même taux  d'AGPI au niveau des  phosphol ip ides  des  

l i p o p r o t é i n e s  ( f i g u r e  12) soul igne  l a  grande s e n s i b i l i t é  des  HDL aux manipu- 

l a t i o n s  d i é t é t i q u e s  (NOUVELOT e t  c o l l . ,  1985). 



FIGURE 12 : EVOLUTION DU TAUX DES AGPI DE CHAQUE SERIE DANS LES 
LIPOPROTEINES EN FONCTION DE L'APPORT EN 18 : 3n-3 

(d'après Nouvelot ct coll., 1985). 

T 
V L D L -  LDL 

H D L  

22:6 n-3 22:s n - 3  22:s n-6 22:4 n - 6  

L'apport en 18 : 3n-3 rcpr6scntc 0,251, 1% 2% et 9 5; dc I'alirnentrition 



De t o u t e  évidence l e s  HDL véh icu len t  de façon physiologique des  AGPI 

s y n t h é t i s é s  au niveau du f o i e  e t  q u i  sont  e s s e n t i e l s  pour l e  fonctionnement 

cé réb ra l .  

111.4 CONCLUSION 

L'étude des d i f f é r e n t s  t r a n s p o r t e u r s  s é r i q u e s  nous montre que l a  sérum 

albumine t o u t  comme l ' a l p h a  foe top ro té ine  sont  capables  de  f i x e r  d e s  ac ides  

g ra s  e t  d e  l e s  amener jusqu'au cerveau.  Tou te fo i s  l e s  HDL semblent p l u s  adaptées  

à c e  r ô l e  d e  convoyeur d ' ~ ~ ~ 1 j u s q u ' à  l a  b a r r i è r e  hémato-encéphalique pour 

d ive r se s  r a i s o n s .  En e f f e t ,  contrairement  à l ' a l p h a  foe top ro té ine ,  l e u r  ex is -  

tence  s é r i q u e  n ' e s t  pas  l i m i t é e  dans l e  temps. Comparativement à l a  sérum albu- 

mine, e l l e s  t r a n s p o r t e n t  d ' importantes  q u a n t i t é s  d 'ac ides  g r a s  po ly insa tu ré s  

au niveau d e  l e u r s  phospholipides.  

Enfin l e u r  r ô l e  d e  f a c t e u r s  n u t r i t i a n n e l s  dans l ' a p p o r t  d ' a c i d e s  g ra s  au 

cerveau et dans l a  c o n s t i t u t i o n  des  HDL sont  en faveur  d'un r ô l e  important des  

HDL dans l'acheminement des  ac ides  g r a s  s y n t h é t i s é s  au niveau hépat ique  v e r s  l e  

S.N.C. 

S i  l e  choix des  HDL comme t r a n s p o r t e u r s  d ' ac ides  g ra s  est jud ic i eux ,  comment 

peut-on imaginer un t r a n s f e r t  des  a c i d e s  g r a s  des  HDL v e r s  l e  cerveau ? 

Nous a l l o n s  t e n t e r  dans l e  c h a p i t r e  su ivan t  d e  d é f i n i r  l e s  mécanismes géné- 

raux q u i  r é g i s s e n t  l e s  t r a n s f e r t s  l i p i d i q u e s .  
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Dans ce  c h a p i t r e  nous t en t e rons  de  d é f i n i r  l e s  mécanismes q u i  a s su ren t  

l a  d i s t r i b u t i o n  des  l i p i d e s  l i é s  aux HDL t e l s  que l e  c h o l e s t é r o l  l i b r e ,  l e  

c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é ,  l e s  phospholipides ou l e s  AGPI aux d i f f é r e n t e s  ce l -  

l u l e s .  

Est-ce grâce à un phénomène d'endocytose s i m i l a i r e  à c e l u i  observé pour 

l e s  LDL ou est-ce g râce  à un phénomène d'échange l i p i d i q u e  5 l a  s u r f a c e  mem- 

b r a n a i r e  ? 

P l u s i e u r s  approches ont  é t é  r é a l i s é e s  notamment en é tud ian t  l e s  i n t e r -  

a c t i o n s  vésicules-membranes i s o l é e s  ou les i n t e r a c t i o n s  ce l lu l e s -vés i cu le s  

l i p i d i q u e s  ou p lus  simplement les i n t e r a c t i o n s  v é s i c u l e s  l i p i d i q u e s  e n t r e  

e l l e s .  C e s  d e r n i è r e s ,  d e  composition connue r ep résen ten t  un modèle d e  base  

pour l e s  systèmes beaucoup p l u s  complexes. 

1 - L'ENDOCYTOSE PAR RECEPTEUR 

Pour i l l u s t r e r  l ' a p p o r t  l i p i d i q u e  par  endocytose nous prendrons comme 

exemple l ' appor t  de  c h o l e s t é r o l  véh icu lé  par  l e s  LDL. Ce mécanisme b ien  connu 

d e  nos j o u r s ,  a  é t é  c a r a c t é r i s é  par  GOLSTEIN e t  BROWN. Pour ce s  t ravaux i l s  

o b t i n r e n t  l e  p r ix  Nobel de  Médecine en 1985. 

1.1 ENDOCYTOSE PAR LE RECEPTEUR BE 

Les LDL i s sues  du ca tabol i sme des  VLDL appor ten t  l e  c h o l e s t é r o l  aux ce l -  

l u l e s  q u i  les capten t  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  du r écep teu r  BE m i s  en évidence par  

BROTJN e t  GOLSTEIN, 1976. I l  permet l ' i n t e r n a l i s a t i o n  des  LDL mais également 

d ' a u t r e s  l i p o p r o t é i n e s  contenant  d e  l ' apo l ipopro té ine  B ou E (apo B ou apo E). 

La c a p t a t i o n  des LDL s e  f a i t  par  un mécanisme d 'endocytose du complexe l igand-  

r écep teu r  i l l u s t r é  f i g u r e  13. 



FIGURE 13 : ENDOCYTOSE PAR RECEPTEURS DES LDL. 
(d'après Brown et Goldstein.1985) 
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FIGURE 14 : RECEPTEUR LDL. (d'après Brown et Goldstein,l985) 
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Le mécanisme -- - - ----- 
Les LDL s e  f i x e n t  s u r  d e s  r écep teu r s  d e  s u r f a c e  q u i  migrent e t  s e  re- 

groupent dans des p u i t s  recouver t s  de  l a  membrane plasmique. Ces p u i t s  recou- 

v e r t s  d 'une couche d e  c l a t h r i n e  (PEARsE, 1975) vont progressivement s ' inva-  

g iner  pour engendrer d e s  v é ç i c u l e s  recouver tes  q u i  rassemblent l e s  complexes 

récepteurs-LDL. Ces v é s i c u l e s  r ecouve r t e spe rden t  e n s u i t e  l e u r  manteau d e  c la -  

t h r i n e  e t  fusionnent  avec l e s  endosomes. Le complexe récepteur-LDL e s t  d i s -  

soc i é  par  a c i d i f i c a t i o n  du mi l i eu .  C e t t e  b a i s s e  d e  pH s ' e f f e c t u e  g râce  à l a  

présence su r  l e s  membranes endosomiales,  d e  pompes à protons  ATP dépendantes 

(TYCKO e t  MAXFIELD, 1982).  Les l i p o p r o t é i n e s  s o n t  t r a n s p o r t é e s  grâce  aux endo- 

somes t a r d i f s  v e r s  l e s  lysosomes pour y être dégradées a l o r s  que les récep teu r s  

s é l ec t ionnés  dans une v é s i c u l e  sont  r e c y c l é s  à l a  s u r f a c e  d e s  c e l l u l e s .  La 

l i b é r a t i o n  de  c h o l e s t é r o l  consécut ive à l a  dégrada t ion  in t r a lysosomia le  des  

l i popro té ines  e n t r a i n e  une s é r i e  d e  r é t r o c o n t r ô l e s  q u i  a s su ren t  l 'homéostasie  

du 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  ( i n h i b i t i o n  d e  HMG-CoA réduc ta se ,  i n h i b i t i o n  

de  l a  synthèse  d e  nouveaux r écep teu r s  e t  a c t i v a t i o n  d e  1'ACAT). 

Le récepteur  BE humain e s t  une g lycopro té ine  d e  839 ac ides  aminés d e  

masse molécula i re  apparente  d e  164000 Dal tons  au  s e i n  de  l a q u e l l e  il est pos- 

s i b l e  d e  d i s t i n g u e r  c i n q  r ég ions  ( f i g u r e  14)  dont une rég ion  d e  292 a c i d e s  

aminés en pos i t i on  NH t e rmina le  s e  s i t u a n t  à l ' e x t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  e t  
2 

comprenant l e  s i t e  d e  l i a i s o n  des  LDL (RUSSEL et c o l l . ,  1984).  

La synthèse de  c e  r écep teu r  e s t  s t imu lée  pa r  l e s  i n h i b i t e u r s  d e  1'HMG- 

CoA réductase  impliquée dans l a  synthèse du 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 .  E l l e  

l ' e s t  également par  l ' i n g e s t i o n  d e  r é s i n e s  q u i  f r e i n e n t  l a  r é so rb t ion  i n t e s -  

t i n a l e  des  ac ides  b i l i a i r e s  e t  augmentent l ' é l i m i q a t i o n  hépat ique du choles-  

t é r o l  (THOMPSON, 1986) . 
Le r écep teu r  BE e s t  re t rouvé  à l a  s u r f a c e  d e  nombreuses c e l l u l e s  ( f i b ro -  

b l a s t e s ,  c e l l u l e s  muscula i res  l i s s e s ,  l eucocy te s ,  s u r r é n a l e s ,  f o i e s ,  e t c . . )  

e t  possède l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  su ivan te s  (MAHLEY e t  INNERARITY, 1983) : l a  



TABLEAU X : SITES DE FIXATION DES RECEF'TEURS HDL SUR DIFFERENTS 
TYPES CELLULAIRES. 

CE : Cholesttrol Estérifié 
CPL : Cholestérol/Phospholipides 

CARACTERISTIQUES 

dégradation lyçosomyale 
pour 113 des HDL fixees 

peu de spécificité 

internalisation. degradation 

afflux de cholesterol dans la 
cellule en fonction du rapport CIPL 

endocytose sans dégradation 
lysosomiale 

endocytose sans dégradation 
lysosomiale 

la captation du CE est supérieure 
à celle de i'apo A-l 

la captation du CE est indépendante 
de la captation proteique 

internalisation sans dégradation 

captation préf6rentielle du CE 

transport réverse du cholestérol 
grace aux lipides de surface 

r i i  internalisation ni dégradation 

pas de reconnaissance d'apo pour 
le site de fixation 

captation préferentielle du CE 
par rapport b rapo A-l 

retrait du cholest6rol d'un pool 
intracellulaire 

Transfert du cholestérol par 
diffusion aqueuse 

Transfert du cholestérol par collision 

AUTEUR 

BACHORIK 1982 

DASHTIN 1985 

RlFlCl 1984 

CHAKO 1985 

JOHNSON 1985 
JOHNSON 1986 

GLASS 1983 

HOEG 1985 

PITTMAN 1987 

GALL1 1980 

KOVANEN 1979 

GUYNNE 1982 

FlDGE 1985 

LEITERSDORF 1986 

FlDGE 1983 

ORAM 1983 

TABAS 1984 

O R A M  1983 
ORAM 1987 

HAVEKES 1984 

PITTMAN 1987 

SLOTTE 1987 

KARLIN 1987 

STECK 1988 

TISSUS 

hépatocyte de porc 

membrane hépatique humaine 

hépatocyte de rat 

membrane hépatique de rat 

hépatome humain 

hépatocyte humain 

hépatocyte humain 

gonade de rat 

tissus stéroidien de souris 

cellule surrénalienne de rat 

cellule corticosurr6nalienne 
de rat 

cellule surrénalienne 
de rat ou de boeuf 

fibroblaste humain 

cellule musculaire lisse. 
cellule endothéliale d'aorte 

bovine et fibroblaste 

cellule endothéliale ? 

fibroblaste humain 

fibroblaste humain et cellule 
endotheliale d'aorte bovine 

fibroblaste humain 

qlobules rouqes 

"RECEPTEUR' 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

? 

? 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

LIGAND 

apo A-l 

apo C ou D 

apo A-l 

tyrosine 

apo A-l 

apo A-l 

apo A-l 

apo A-l 

apo A-l 

apo A-l 
apo A-Il 

apo A-l 
apo A-l 
apo A-l 

apo A-l 

apo A-l 



f i x a t i o n  des  LDL s u r  l e  r écep teu r  BE e t  calcium dépendante. E l l e  e s t  i nh ibée  

en présence d'EDTA par  l e s  po lyca t ions ,  l a  poly-L-lysine, l a  suramine e t  

l ' h é p a r i n e .  Par  c o n t r e  e l l e  e s t  r é s i s t a n t e  à l a  déna tu ra t ion  thermique. E l l e  

e s t  a b o l i e  par  l a  réduct ion  des  ponts  d i s u l f u r e s  e t  par  l a  d i g e s t i o n  enzy- 

matique (pronase ou t ryps ine )  du r écep teu r .  

A i n s i  comme son nom l ' i n d i q u e  l ' endocytose  par  r écep teu r  n é c e s s i t e  à 

l a  f o i s  l a  présence d'un r écep teu r  ac tue l lement  bien c a r a c t é r i s é  pour l e s  LDL 

a i n s i  que des  phénomènes d'endocytose impliquant un appor t  d ' éne rg i e  e t  un 

ensemble d e  phénomènes d e  r é t r o c o n t r ô l e s .  E l l e  permet en f i n  d e  parcours  l a  

l i b é r a t i o n  dans l e  cytoplasme des  c o n s t i t u a n t s  véh icu lé s  par  l a  l i popro té ine .  

E l l e  c o n s t i t u e  l e  p r i n c i p a l  mode d 'appor t  du c h o l e s t é r o l  aux c e l l u l e s .  

1 .2 UN RECEPTEUR POUR LES HDL 

Selon l e  système de  c l a s s i f i c a t i o n  dlALAUPOVIC e t  c o l l .  (1972), l e s  HDL 

peuvent s e  subd iv i se r  en f o n c t i o n  d e  l e u r  composition en apo l ipopro té ines  d e  

type  Apo A I ,  A I I ,  A I V  ,. C I 1 1  e t  E. 

Les p a r t i c u l e s  contenant l ' a p o  E s e  re t rouvent  en majeure p a r t i e  dans  

l e s  HDL2, a l o r s  que l e  taux  d l a p o  E e s t  i n s i g n i f i a n t  dans l e s  HDL 3 ' 

L ' i n t e r a c t i o n  des  HDL2 (présence d'apo E) avec l e  r écep teu r  BE e s t  donc 

poss ib l e .  La ques t ion  q u i  s e  pose concerne l e s  HDL d é f i c i e n t e s  en apo E : 

i n t e r a g i s s e n t - e l l e s  avec un r écep teu r  s p é c i f i q u e  d e  l e u r  apol ipopro té ine  ? 

1.2.1 F ixa t ion  t i s s u l a i r e  d e s  HDL -- --- ------------------ 
Les HDL s e  f i x e n t  au  niveau d e  t r o i s  t ypes  d e  t i s s u s  : hépat ique ,  s t é r o i -  

d i en  e t  pér iphér ique .  Les c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c e s  f i x a t i o n s  sont  rassemblées 

t ab l eau  X. 

a )  F i x a t i o n  hépat ique ---------------- 
Le t i s s u  hépat ique e s t  un g ros  consommateur d e  c h o l e s t é r o l  q u i  l u i  e s t  

f o u r n i  p a r  l e s  HDL c i r c u l a n t e s  ou par  une synthèse  "de novo". 



Une d e s  grandes fonc t ions  du f o i e  e s t  l a  dégradat ion du c h o l e s t é r o l  

et son exc ré t ion  dans l a  b i l e  sous forme d e  s t é r o l s  ou d ' a c i d e s  b i l i a i r e s .  

Une p a r t i e  du c h o l e s t é r o l  hépat ique e s t  r é e x c r é t é e  au niveau d e s  l ipopro-  

t é i n e s  s é r iques .  A ins i  l ' e x c è s  de  c h o l e s t é r o l  des  t i s s u s  pér iphér iques  e s t  

t r a n s p o r t é  dans l e  sang e t  l a  lymphe v e r s  l e  f o i e  pour ê t r e  exc ré t é  (GLOMSET, 

1968) . 
Les HDL amènent l e  c h o l e s t é r o l  aux hépatocytes .  A l ' i n v e r s e  des  LDL, l a  

l i a i s o n  des  HDL s u r  les hépatocytes  d e  r a t  e s t  indépendante d e  l a  présence 

d e  c a t i o n s  d i v a l e n t s  e t  n ' e s t  pas  i nh ibée  par  l ' h é p a r i n e  ou lo r sque  l e s  HDL 

son t  modif iées  par  la  1,2-cyclohexanedione. Les apo l ipopro té ines  A I  son t  

responsables  d e  c e t t e  f i x a t i o n  (CHAKO, 1984 , 1985). 

b) F i x a t i o n  au n iveau  des  t i s s u s  s t é r o ï d i e n s  .................................... 
Le t i s s u  s t é r o ï d i e n  e s t  également un g ros  consommateur d e  c h o l e s t é r o l  

ind ispensable  à l a  synthèse  d'hormones s t é ro rd i ennes .  Les s i t e s  d e  l i a i s o n  

aux WL s i t u é s  au niveau des  o v a i r e s ,  des  t e s t i c u l e s  e t  des  glandes s u r r é n a l e s  

d e  r a t  sont  soumis à une r é g u l a t i o n  hormonale par  l a  LH/HCG (CHEN e t  c o l l . ,  

1980),  1'ACTH ou l ' ad réno t rop ine  (FIDGE e t  c o l l . ,  1983). 

L'apport d e  c h o l e s t é r o l  au niveau des  t i s s u s  s t é roxd iens  f a i t  i n t e r v e n i r  

des  r écep teu r s  s p é c i f i q u e s  des  apo l ipopro té ines  A I  (FIDGE e t  NESTEL, 1985).  

c)  F i x a t i o n  au n iveau  des  t i s s u s  pé r iphé r iques  .......................... -------- 
Par r appor t  aux deux précédents  t i s s u s ,  l e s  mouvements du c h o l e s t é r o l  

s e  fon t  en sens  inverse .  Les t i s s u s  pé r iphé r iques  tendent  à r e t rocéde r  l e u r  

c h o l e s t é r o l .  

GLOMSET e t  NORUM ont  proposé pour l a  première f o i s  en 1973 l e  r ô l e  d e s  

HDL dans l e  t r a n s p o r t  r e v e r s e  du c h o l e s t é r o l  à p a r t i r  d e  c e l l u l e s  chargées 

en c h o l e s t é r o l .  Les HDL s e  f i x e n t  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  des  apo A I  e t  A I 1  

(ORAM e t  c o l l . ,  1983, BARBARAS e t  c o l l . ,  1987).  

Des s î t e s  de  l i a i s o n  spéc i f iques  des  apo l ipopro té ines  A I  mais a u s s i  A I 1  

e t  A I V  semblent ê t r e  impliqués dans l a  f i x a t i o n  des  HDL.Ces s î t e s  de f i x a t i o n  

f avor i sen t  l ' e f f l u x  d e  c h o l e s t é r o l  au niveau des  t i s s u s  pér iphér iques ,  a u s s i  

b ien  que l ' i n f l u x  d e  c h o l e s t é r o l  au niveau des  t i s s u s  consommateurs (hépa t i -  

que e t  s t é r o ï d i e n ) .  



1.2.2 Le s 3 t e  de  f i x a t i o n  des  HDL ........................... 

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  des  s i t e s  de  l i a i s o n  des  HDL sont  l e s  su ivan te s  : 

- i l s  reconnaissent  l e s  apo l ipopro té ines  A (BARBARAS e t  c o l l . ,  1987) ,  

mais pas  l e s  apo B ou E. 

- l a  f i x a t i o n  est indépendante de  l a  présence de  c a t i o n s  d i v a l e n t s .  

E l l e  n ' e s t  pas  inh ibée  par  l a  présence d'héparine. '  

- son expression à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  e s t  f o n c t i o n  de  l a  concen- 

t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  en c h o l e s t é r o l .  (ORAM e t  c o l l . ,  1983, HOEG e t  c o l l . ,  
1985) . 

Les conséquences d e  l a  f i x a t i o n  des  HDL s u r  ces  s i t e s  d e  haute  a f f i n i t é  

sont  la  s t i m u l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  d e  l a  3-hydroxy-3-méthylglutamyl-CoA ré -  

duc tase  ou HMG-CoA réductase ,  enzyme c l é  d e  l a  biosynthèse du c h o l e s t é r o l  

(DAERR e t  c o l l . ,  1980, CARR e t  SIMPSON, 1984) e t  de  l ' a c t i v i t é  du r écep teu r  

LDL (BACHORICK e t  c o l l . ,  1982),  ainsi qu'une i n h i b i t i o n  d e  l ' e s t é r i f i c a t i o n  

du c h o l e s t é r o l  (ORAM e t  c o l l . ,  1983) e t  de l a  r éduc t ion  du c h o l e s t é r o l  ce l -  

l u l a i r e  (ORAM e t  c o l l . ,  1983, STEIN et c o l l . ,  1976).  

De nombreux t i s s u s  semblent donc posséder des  s i t e s  de  l i a i s o n  pour l e s  

WL, mais l e  ou l e s  "récepteurs"  aux HDL ne  pa ra i s sen t  pas  a v o i r  l ' u n i c i t é  du 

r écep teu r  BE. 

J u s q u T à  nos j o u r s  quelques t e n t a t i v e s  d ' isolement  d e  r écep teu r s  ont é t é  

f a i t e s .  A i n s i  l a  membrane d e  nombreuses c e l l u l e s  posséde ra i t  une p ro t é ine  

c e l l u l a i r e  d e  su r f ace  d e  MM 1 1 O . K D  capable  d e  f i x e r  des  HDL (ORAM et' c o l l . ,  
3  

1983) a u s s i  b ien  que d e s  apo A I  e t  A I 1  (GRAHAM e t  ORAM,.  1987 BARBARAS e t  

c o l l . ,  1987).  Une a u t r e  p r o t é i n e  d e  FlM 78 KD a  é t é  c a r a c t é r i s é e  e t  p u r i f i é e  

pa r t i e l l emen t  dans l e  f o i e  e t  l e  r e i n  de r a t  ; e l l e  e s t  capable  également d e  

f i x e r  l e s  HDL3, l ' apo  A I  e t  l ' a p o  A I 1  (FIDGE e t  c o l l . ,  1985, 1986, BARBARAS 

e t  c o l l . ,  1987) . 
11 e s t  poss ib l e  que ces  deux p r o t é i n e s  capables  d e  f i x e r  à l ' a p o  A I  

so i en t  p ré sen te s  à l a  s u r f a c e  des  c e l l u l e s  adipeuses.  La d i f f é r e n c e  de  masse 

molécula i re  s e r a i t  en f a i t  l e  s i g n e  d'un degré d i f f é r e n t  d e  g lycosy la t ion  

(BARBARAS e t  c o l l . ,  1987).  



Au problème d ' i so lement  s ' a j o u t e  également l e  problème d e  s p é c i f i c i t é  

du l i g a n d  vis-à-vis  du r é c e p t e u r .  

D e s  HDL se f i x e n t  a v e c  une  f o r t e  a f f i n i t é  s u r  l e s  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  3 
d e  cordon o m b i l i c a l  humain, m a i s  les v é s i c u l e s  d e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  s e u l e s  

c o n t e n a n t  d e  l ' a p o  A I ,  d e  l ' a p o  A I 1  ou d e  l V a p o  E  peuvent e n t r e r  en compé- 

t i t i o n  de  f a ç o n  t r è s  e f f i c a c e .  La r e c o n n a i s s a n c e  d e  l ' a p o p r o t é i n e  pour l e  

s î t e  d e  f i x a t i o n  n ' e s t  donc p a s  p a r f a i t e m e n t  s p é c i f i q u e  (HAVEKES e t  c o l l . ,  

1984) .  

1 .3 LES HDL SONT-ELLES INTERNALISEES 

S i  on t e n d  à a c c e p t e r  l ' e x i s t e n c e  d 'un r é c e p t e u r  HDL, s e  p o s e  à nous l e  

problème du d e v e n i r  d e  c e  r é c e p t e u r  a p r è s  f i x a t i o n  d e  son  l i g a n d .  

Une f o i s  encore  l e s  données pa rues  dans  l a  l i t t é r a t u r e  s o n t  t r è s  con t ro -  

v e r s é e s .  Comme précédenment nous  d i s t i n g u e r o n s  l e s  réponses  en f o n c t i o n s  d e  

t r o i s  g rands  t y p e s  d e  t i s s u s  : l e  t i s s u  h é p a t i q u e ,  s t é ro ' id ien  e t  p é r i p h é r i q u e .  

1 . 3 . 1  Au n iveau  du f o i e  ----------------- 

Il e x i s t e  un r é c e p t e u r  s p é c i f i q u e  d e s  HDL s u r  l e s  h é p a t o c y t e s ,  p a r  l ' i n -  

t e r m é d i a i r e  d e  1'Apo A I .  Un t iers  d e s  HDL l i é e s  aux h é p a t o c y t e s  d e  p o r c  s u b i t  

une d é g r a d a t i o n  i n t r a l y s o s o m i a l e ,  l e s  2 / 3  r e s t a n t s  s o n t  r e s é c r é t é s  a v e c  l ' a p o  

A I  p a r t i e l l e m e n t  dégradée  (BACHORICK e t  c o l l . ,  1982) .  T o u t e f o i s  l a  c a p t a t i o n  

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

l ' a p o  AI. 

L ' i n f l u x  du c h o l e s t é r o l  d e s  HDL v e r s  l e s  h é p a t o c y t e s  peu t  s e  concevo i r  

dans  l e  c a d r e  d 'un  p r o c e s s u s  d ' endocy tose .  

Le  c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  d e s  HDL s e r a i t  d i s s o c i é  d e  l ' a p o  A I  dans  un 

s î te  i n t r a c e l l u l a i r e  e t  l ' a p o  AI r e t o u r n e r a i t  e n s u i t e  à l ' e x t é r i e u r  d e  l a  c e l -  

l u l e  (GLASS e t  c o l l . ,  1983) .  T o u t e f o i s  l ' i n t e r n a l i s a t i o n  d e s  HDL n ' e s t  pas  l e  

s e u l  mécanisme impl iqué d a n s  c e t  échange l i p i d i q u e  ; e n  témoigne l a  d i f f é r e n c e  

d e  v i t e s s e  d e  c a p t a t i o n  en c h o l e s t é r o l  e t  l ' a p o  A I .  

Un mécanisme d ' échange  non couplé  à l ' e n d o c y t o s e  d e s  HDL permet l ' i n f l u x  

d e  c h o l e s t é r o l  (JOHNSON et  c o l l .  , 1986, KARLIM et c o l l .  , 1987 , PITTTiAN e t  

c o l l . ,  1987).  



FIGURE 15 : LES RECEP'IEURS HDL DANS LES MACROPHAGES. 
(d'après Schmitz et coll., 1985) 
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A t i t r e  d'exemple, JANSEN e t  c o l l .  en 1980 ava ien t  proposé l ' e x i s t e n c e  

d ' une  enzyme s i m i l a i r e  ou iden t ique  à l a  l i p a s e  hépat ique  q u i  j o u e r a i t  un 

r ô l e  dans l e  métabolisme des  HDL à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e .  En dégradant l e s  

phospholipides des HDL c e t t e  enzyme mod i f i e r a i t  l a  molécule de  HDL, en par- 

t i c u l i e r  son rapport  en cholestérol/phospholipideç, provoquant a l o r s  l ' a f f l u x  

d e  c h o l e s t é r o l  dans l a  c e l l u l e .  

Une t e l l e  l i p o l y s e  des  HDL a  é t é  mise en év idence ,  mais d ' a u t r e s  méca- 

nismes peuvent également i n t e r v e n i r  (STEIN e t  c o l l . ,  1984).  

1 . 3 . 2  Au niveau d e s  t i s s u s  s t é r o ï d i e n s  ................................ 

Il semble que l ' u t i l i s a t i o n  du c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  des  HDL humaines 

par  l e s  c e l l u l e s  s t é r o ï d i e n n e s  ne  n é c e s s i t e  pas para l lè lement  à l a  cap ta t ion  

du c h o l e s t é r o l ,  une dégrada t ion  t o t a l e  des  apo l ipopro té ines  des  HDL. 

Un mécanisme d 'endocytose donne na i s sance  à des  endosomes contenant des 

WL3, t o u t e f o i s  ces  endosomes ne  semblent pas  fus ionner  avec l e s  lysosomes 

(FIDGE e t  c o l l . ,  1985). En conséquence l e s  HDL ne son t  pas dégradées,  e t  e l l e s  3 
d é l i v r e n t  l e u r  c h o l e s t é r o l  par  une v o i e  non dégrada t ive .  

Un mécanisme de ré t roendocytose  analogue à c e l u i  d é c r i t  pour l e  macrophage 

(SCE!ITZ e t  c o l l . ,  1985) peut  ê t r e  invoqué. Les HDL a p r è s  i n t e r a c t i o n  avec des  

r écep teu r s  spéc i f iques  e t  regroupement dans des p u i t s  t a p i s s é s  s e ron t  i n t e rna -  

l i s é s  e t  s ' a s soc i e ron t  avec  des  g o u t e l e t t e s  l i p i d i q u e s  où l e  c h o l e s t é r o l  pourra 

ê t r e  capté .  Les IJDL p r i v é e s  d e  c h o l e s t é r o l  r e p a r t i r o n t  e n s u i t e  v e r s  l e  n i l i e u  

e x t é r i e u r  sans  sub i r  de  dégrada t ion  lysosomale ( f i g u r e  15 ) .  

1.3.3 Au niveau des  t i s s u s  pér iphér iques  .............................. --- 
Les HDL induisent  s u r  des  f i b r o b l a s t e s  e t  des c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  3 

d ' a o r t e  bovine un mouvement r ap ide  du c h o l e s t é r o l  à p a r t i r  d'un compartiment 

c e l l u l a i r e  v e r s  l a  membrane plasmique q u i  précède l ' e f f l u x  de  cho le s t é ro l .  

Dans c e  ca s  l ' e f f l u x  de  c h o l e s t é r o l  n ' e s t  pas l i é  à l ' i n t e r n a l i s a t i o n  des 

l i p o p r o t é i n e s  (STECR e t  c o l l . ,  1988, SLOTTE e t  c o l l . ,  1987, ORAM e t  c o l i . ,  1987).  



Au terme d e  ces  é tudes  il semble que s i  l ' i n t e r n a l i s a t i o n  des HDL 

e x i s t e ,  e l l e  n e  s e  t r a d u i t  pas  obl iga to i rement  par  des  phénomènes de  dégra- 

d a t i o n  classiquement observés pour l e s  LDL. Les mouvements de c h o l e s t é r o l  

ou d ' a u t r e s  l i p i d e s  supposent l ' e x i s t e n c e  de  mécanismes d i f f é r e n t s  de l 'endo- 

cy tose  que nous a l l o n s  t e n t e r  d ' é t u d i e r  dans l e s  paragraphes s u i v a n t s .  

II - ECHANGES LIPIDIQUES ENTRE BICOUCHES 

Les mécanismes q u i  r é g i s s e n t  l e s  échanges d e  l i p i d e s  au niveau des  mem- 

branes ont é t é  en majeure p a r t i e  d é f i n i s  g râce  à l ' u t i l i s a t i o n  de  liposomes 

ou d e  vés i cu le s  l i p i d i q u e s .  

Des mécanismes physicochimiques son t  à l a  base de c e s  échanges spontanés.  

P a r f o i s  cependant des  p r o t é i n e s  de  t r a n s f e r t  p l u s  ou moins s p é c i f i q u e s  prennent 

l e  r e l a i s  pour permet t re  ou augmenter l ' e f f i c a c i t é .  

11.1 ECHANGES SPOhTANES 

11.1.1 Mécanismes p h y s i q u ~ s  ----------- 

Un mélange de v é s i c u l e s  de  phospholipides peuvent échanger l e u r s  l i p i d e s  

par  4 moyens (DUCKWITZ -PETEP.LEIN e t  c o l l .  , 1977) : 

a )  Les échanges molécu la i r e s  - - - - - - - - - -  
Les v é s i c u l e s  n ' i n t e r a g i s s e n t  pas  d i rec tement  e n t r e  e l l e s  mais l ' e x i s t e n c e  

de  molécules d e  phospholipides d i s s o u t e s  dans l e  mi l ieu  occasionne des  échanges 

molécula i res  e n t r e  l e s  v é s i c u l e s  à t r a v e r s  l a  phase aqueuse. 

b) Les échanges m i c e l l a i r e s  - - - - - - - - -  
En plus d e s  l i p i d e s  d i s s o u s  l ibrement  e t  d e s  l i p i d e s  sous forme vésicu-  

l a i r e ,  une d i s p e r s i o n  c o n t i e n t  t ou jou r s  une p e t i t e  f r a c t i o n  de  l i p i d e s  sous 

forme d e  mice l l e s .  L ' é q u i l i b r e  a s soc i a t ion -d i s soc i a t ion  e n t r e  l e s  m i c e l l e s  

e t  l e s  v é s i c u l e s  produi t  un t r a n s f e r t  de  l i p i d e s  e n t r e  l e s  vés i cu le s .  



c )  Les échanges par  c o l l i s i o n  
. - - - - - -  - . - - - - -  

Les phénomènes de c o l l i s i o n  provoquent des  échanges de  phospholipides 

e n t r e  les vés i cu le s .  

d) Les échanges par  f u s i o n  
.- - -  . - - - -  . - - - -  

Après c o l l i s i o n  l e s  v é s i c u l e s  peuvent fus ionner  donnant na issance  à des  

v é s i c u l e s  recombinantes q u i  s e  séparent  d e  nouveau par  f i s s i o n .  Ces fus ions-  

s c i s s i o n s  engendrent des  échanges l i p i d i q u e s .  

Aucun de c e s  échanges n e  n é c e s s i t e n t  d  'apport  énergé t ique  (NICHOLS e t  

PAGANO , 198 1) . 
Comme t o u t e s  les espèces l i p i d i q u e s  son t  t o u t e s  mi sc ib l e s ,  l e s  q u a t r e  

mécanismes pourront donner na i s sance  e n  f i n  d e  t r a n s f e r t  à une  populat ion 

v é s i c u l a i r e  homogène. Actuellement il est impossible  de  d é f i n i r  l eque l  d e  

c e s  mécanismes est prédominant dans les échanges l i p i d i q u e s .  

II. 1.2 Condit i ons  r e q u i s e s  ------------------- 
Les mécanismes q u i  permettent  l e s  échanges l i p i d i q u e s  dépendent de  nom- 

breux f a c t e u r s  t e l s  que : l a  s t r u c t u r e  l i p i d i q u e ,  l a  concent ra t ion  c r i t i q u e  

m i c e l l a i r e  e t  v é s i c u l a i r e ,  l a  t a i l l e  ( e l l e s  do ivent  ê t r e  a s sez  l a r g e s  pour 

ne pas a v o i r  de t ens ions  i n t r a l i p i d i q u e s ) ,  l a  concent ra t ion  d e s  v é s i c u l e s ,  l e  

pH, l a  température,  l a  fo rce  ionique,  l a  charge e t  l a  f l u i d i t é .  Ils dépendent 

également d e  l a  présence de composants non l i p i d i q u e s .  

Ces cond i t i ons  v a r i e n t  s e l o n  l e  mode d'"échange impliqué". 

a )  Echanges molécula i res  e t  m i c e l l a i r e s  - - - - - - - -  - - - - - -  
En c e  q u i  concerne l e s  t r a n s f e r t s  par  échanges molécula i res  e t  micel-  

l a i r e s ,  l a  v i t e s s e  avec l a q u e l l e  une molécule l i p i d i q u e  e n t r e  ou q u i t t ?  une 

bicouche dépend de  s a  s t r u c t u r e  molécula i re  du l i p i d e  à échanger d'une p a r t ,  

e t  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  des  bicouches (donneur e t  accepteur)  (NICHOLS e t  

PAGANO, 1981). E l l e  dépend également des  r a p p o r t s  mola i res ,  mais  absolument 

pas  d e  l a  concent ra t ion  v é s i c u l a i r e .  



A i n s i ,  d e s  v é s i c u l e s  d e  phosphol ip ides  con tenan t  s o i t  l e  t r a n s - 6  - 
9-octadécénoate ,  s o i t  l e  t r a n s - 4  -9-hexadécénoate comme composants majeurs  

d e s  cha înes  a c y l é e s  donneron t  n a i s s a n c e  à 45°C à une p o p u l a t i o n  u n i q u e  de  

v é s i c u l e s .  Cependant l e  t r a n s f e r t  e s t  dans  un premier  temps asymét r ique  e t  

les l i p i d e s  con tenan t  l e  t r a n s - A  -9-hexadécénoate s ' échangen t  p l u s  r a p i d e -  

ment que l e s  l i p i d e s  possédan t  l e  t r a n s -  b -9-octadécénoate (DUCKWITZ- 

PETERLEIN e t  c o l l . ,  1977) .  

La n a t u r e  d e s  a c i d e s  g r a s  ( l e u r  d e g r é  d ' i n s a t u r a t i o n ,  longueur  de  c h a i -  

n e ,  e t c . . )  est un f a c t e u r  d é t e r m i n a n t ,  il est à n o t e r  q u ' e l l e  c o n d i t i o n n e  l a  

t empéra tu re  d e  t r a n s i t i o n  d e  phase a u t r e  é lément  d é c i s i f  des  échanges  l i p i -  

d i q u e s  (DUCKWITZ-PETERLEIN et  c o l l . ,  1977) .  

b) Echanges p a r  c o l l i s i o n  e t  f u s i o n  -- -- - - - - - - - - --- 
La tempéra tu re  e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  v é s i c u l a i r e  s o n t  des  f a c t e u r s  d é t e r -  

minan t s  dans  l e s  échanges  p a r  c o l l i s i o n  ou f u s i o n  (POSTE et  PAPAHADJOPOULOS, 

1976) .  

L ' é t a t  physique d e s  phosphol ip ides  a une  importance c o n s i d é r a b l e  d a n s  

l a  d é t e r m i n a t i o n  du mode d ' i n c o r p o r a t i o n  d e s  l i p i d e s  à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e .  

Les  pa ramèt res  i m p o r t a n t s  s o n t  l a  p résence  ou l ' a b s e n c e  d e  c h a r g e s  n é g a t i v e s  

e t  l a  f l u i d i t é  des  l i p i d e s  v é s i c u l a i r e s  (POSTE et  PAPAHADJOPOULOS, 1976).  

Ainsi l e s  v é s i c u l e s  n e u t r e s  ou s o l i d e s  n e  peuvent f u s i o n n e r  avec  l a  

s u r f a c e  c e l l u l a i r e  ou avec  d ' a u t r e s  v é s i c u l e s  c o n t r a i r e m e n t  aux v é s i c u l e s  

chargées  négat ivement  ou f l u i d e s  q u i  f u s i o n n e n t  f a c i l e m e n t  avec l es  bicouches  

l i p i d i q u e s .  

La t e n e u r  en c h o l e s t é r o l  e s t  également un f a c t e u r  c l e f  (PAPAHADJOPOULOS 

e t  c o l l . ,  1973).  

P l u s  p réc i sément ,  les v é s i c u l e s  c h a r g é e s  négat ivement  ( p h o s p h a t i d y l s é r i n e  

ou p h o s p h a t i d y l s é r i n e  : 10% e t  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  : 90%) on t  une  g rande  

c a p a c i t é  à f u s i o n n e r .  L ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l a  l y s o p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  dans  c e s  

v é s i c u l e s  augmente l égèrement  l e  phénomène d e  f u s i o n  q u i  s 'accompagne d 'une  

c e r t a i n e  c y t o t o x i c i t é  e t  d 'une  c y t o l y s e  (PAPAHADJOPOULOS e t  c o l l . ,  1973): 

Les v é s i c u l e s  d o n t  l e s  l i p i d e s  s o n t  d a n s  un é t a t  l i q u i d e  à 37°C (phos- 

p h a t i d y l g l y c é r o l  : 10X e t  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  : 90X) i n d u i s e n t  mieux l e s  

phénomènes d e  f u s i o n  q u e  les v é s i c u l e s  composées d e  l i p i d e s  en p h a s e  s o l i d e  

à 37°C (d i s t éa roy lphospha t idy lg lycé ro l  : 1 0 Z  et  d i s t éa roy lphospha t idy l cho l ine  : 

90Z) (PAPAHADJOPOULOS et c o ï l .  , 1973) . 



L ' i n c o r p o r a t i o n  é q u i m o l a i r e  d e  c h o l e s t é r o l  dans  l e s  v é s i c u l e s  d e  

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

s i g n i f i c a t i v e m e n t  l a  c a p a c i t é  d e  c e s  v é s i c u l e s  à f u s i o n n e r  avec  l e s  c e l l u l e s  

(PAPAHADJOPOULOS e t  c o l l . ,  1973) .  

11 .1 .3  Echanges l i p i d i q u e s  avec l a  membrane plasmique .............................................. 

S i  l e s  q u a t r e  mécanismes peuvent ê t r e  impl iqués  dans  l e s  échanges l i p i -  

d iques  avec l a  membrane plasmique,  les échanges  p a r  f u s i o n  s o n t  d e  l o i n  l e s  

p l u s  i n t é r e s s a n t s .  

Au c o u r s  d e s  échanges l i p i d i q u e s ,  les l iposomes f l u i d e s  peuvent ex- 

t r a i r e  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  c e l l u l a i r e s  (GREGORIADIS e t  ALLISON, 1980) .  Ils n e  

conserven t  p a s  l e u r  i n t é g r i t é  a p r è s  c o n t a c t  avec  l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  e t  

i n t r o d u i s e n t  l e u r  contenu dans  l e  cytoplasme p a r  f u i t e ,  endocytose  ou f u s i o n  

l iposomale  (BLUMENTEIAL e t  c o l l . ,  1982) .  Au c o n t r a i r e  les l iposomes en phase  

s o l i d e  s o n t  é t r o i t e m e n t  l i é s  à d e s . s i t e s  d e  membrane c e l l u l a i r e ,  i l s  r e t i e n -  

nen t  l e u r  contenu a p r è s  contact(PAGAN0et TAKEICHI,1977)et n e  s o n t  pas  capa- 

b l e s  d ' e x t r a i r e  l e s  p r o t é i n e s  c e l l u l a i r e s  (COOK et  c o l l . ,  1980) .  

Les s2tes d e  f i x a t i o n  pour  les l iposomes s o l i d e s  o n t  é t é  en p a r t i e  

c a r a c t é r i s é s  (PAGAN0 e t  TAKEICHI,1977).Sur f i b r o b l a s t e s ,  l e s  s î t e s  r e s p o n s a b l e s  

d e  l a  f i x a t i o n  e t  du t r a n s f e r t  d e  p h o s p h o l i p i d e s  s o n t  i d e n t i q u e s  ou l o c a l i s é s  

à prox imi té  l ' u n  d e  l ' a u t r e .  Les  l iposomes l i q u i d e s  e t  s o l i d e s  peuvent se 

f i x e r  s u r  d e  t e l s  s î t e s .  Dans l e  c a s  d e s  l iposomes s o l i d e s ,  c e t t e  f i x a t i o n  

r e p r é s e n t e  l e  s t a d e  f i n a l  d e  l ' i n t e r a c t i o n  t a n d i s  que l e s  l iposomes l i q u i d e s  

s e  d é s i n t é g r e r o n t  s u r  l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e .  Quelques l iposomes l i q u i d e s  ou 

s o l i d e s  peuvent  s e  d é s o l i d a r i s e r  d e  l a  membrane en emportant avec  eux d e s  

composants d ' o r i g i n e  c e l l u l a i r e  et même probablement l e u r s  p r o p r e s  s î t e s  d e  

f i x a t i o n  (MARGOLIS e t  c o l l . ,  1984) .  

11 semble  qù'un s i t e  un ique  s o i t  r e s p o n s a b l e  d e s  a c t i v i t é s  d e  f i x a t i o n ,  

d e  t r a n s f e r t  c e l l u l e - l i p o s o m e  e t  d e  t r a n s f o r m a t i o n  l iposomales .  Ces s r t e s  

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

en  c o m p é t i t i o n  avec l e  s i t e  d e  f i x a t i o n  d e s  v é s i c u l e s  d e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

(MARGOLIS e t  c o l l . ,  1924).  



FIGURE 16 : CHANGEMENT CONFORMATIONNEL DE LA SERUM ALBUMINE 
APRES INTERACTION AVEC DES HEPATOCYTES. 

(d'après Horie et coll., 1988) 

Alb = albumine 

L = ligand 

-voie non liée 

. . , voie liee 

FIGURE 17 : MOUVEMENT DES LIPIDES APRES INTERACTIONS ENTRE 
CELLULES ET VESICULES DE PHOSPHOLIPIDES FLUORESCENTS. 

(d'après Sleight et coll.,l984) 

1 : insertion spontannée de la PC dans le feuillet extcme de la membrane plasmique. 

II : intemalisation de  la PC par endocytose 

III : fusion des v6sicules avec l'appareil de Golgi 

IV etV : la PC cst recyclée de l'apparcil de Golgi vcrs la membrane plasmique. 

VI : dégradation de  la PC dans la membrane plasmique 



11.2 ECHANGES NON SPONTANES 

Lorsque l e s  condi t ions  pour l e s  échanges spontanés ne sont  pas r e -  

qu i se s ,  l e s  échanges l i p i d i q u e s  ne peuvent s e  f a i r e  que par l ' i n t e r m e d i a i r e  

de p r o t é i n e s  de t r a n s f e r t  (XU e t  c o l l . ,  1983, WIRTZ e t  c o l l . ,  1979).  

Un nombre de  p l u s  en p l u s  grand de  p r o t é i n e s  de t r a n s f e r t  a  é t é  i s o l é  

e t  p u r i f i é  à p a r t i r  du plasma (SWEENY e t  JONAS, 1985, MORTOF!, 1985, RICKERS 

e t  c o l l . ,  1985) e t  à p a r t i r  du cytoplasme de  d i v e r s e s  c e l l u l e s  (CRAIN e t  

.ZILVERSMIT, 1980, CHILD e t  c o l l . ,  1985, ABBEY e t  c o l l . ,  1984).  

Les p ro t é ines  d e  t r a n s f e r t  peuvent ê t r e  spéc i f iques  du l i p i d e  à t r ans -  

p o r t e r  (SWEEN e t  JONAS, 1985) ou non. 

Le mode d ' a c t i o n  de ces  p r o t é i n e s  de t r a n s f e r t  q u i  font  l a  n a v e t t e  e n t r e  

l a  s t r u c t u r e  q u i  cède l e  l i p i d e  e t  c e l l e  q u i  l ' a c c e p t e  e s t  encore imprécise .  

Un changement conforna t ionnel  e s t  invoqué. I l  a  é t é  proposé pour exp l i -  

que l e s  a c t i v i t é s  de t r a n s f e r t  de l a  sérum albumine (HORIE e t  c o l l . ,  1988) .  

En e f f e t  l 'a lbumine plasmatique, p r o t é i n e  f l e x i b l e  e t  l a b i l e , p e u t  s u b i r  

des  changements conformationnels en réponse à des  s t i m u l i  e x t é r i e u r s  t e l s  que 

l a  f i x a t i o n  d'un l i gand  ou les v a r i a t i o n s  de  pH e t  d e  température (BROWN e t  

SCHOCKLEY 1982) . 

Ces changements conformationnels de  l 'a lbumine peuvent c o n s t i t u e r  une 

e x p l i c a t i o n  au t r a n s p o r t  hépat ique chez l e  r a t ,  pour l e q u e l  deux vo ie s  s e r a i e n t  

p o s s i b l e s  : une v o i e  n e  n é c e s s i t a n t  pas de  l i a i s o n  ligand-albumine e t  une 

seconde v o i e  e n t r a î n a n t  d 'une p a r t  une l i a i s o n  p r o t é i n e  l igand  e t  d ' a u t r e  

p a r t  un changement conforna t ionnel  ap rè s  f i x a t i o n  s u r  l a  membrane hépat ique.  

Ce mode d e  t r a n s f e r t  est i l l u s t r é  ( f i g u r e  1 6 ) .  

A ins i  l e s  p r o t é i n e s  de  t r a n s f e r t  plasmatiques peuvent jouer  un r ô l e  c a p i t a l  

dans l e s  échanges l i p i d i q u e s  avec l a  membrane c e l l u l a i r e .  



III - DESTIN DES LIPIDES ECHANGES AVEC LA MEMBRANE PLASMIQIJE 

Une f o i s  i n t é g r é s  à l a  membrane plasmique,  les l i p i d e s  peuvent s o i t  

y  r e s t e r ,  s o i t  ê t r e  convoyés v e r s  un compartiment i n t r a c e l l u l a i r e .  Ce mou- 

vement i n t r a c e l l u l a i r e  d e s  l i p i d e s  m e t  e n  j e u  l e s  mécanismes d ' endocy tose  ou 

l e s  mécanismes d e  t r a n s f e r t  non s p o n t a n é s  pa r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e s  p r o t é i n e s  

d e  t r a n s f e r t  cytoplasmique.  

III :l DESTIN DES PHOSPHOLIPIDES 

Les mouvements d e s  l i p i d e s  a p r è s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  c e l l u l e s  et  v é s i c u l e s  

o n t  é t é  m i s  e n  évidence g r â c e  à l ' u t i l i s a t i o n  d e  l i p i d e s  p o r t a n t  une sonde 

f l u o r e s c e n t e .  Ces t r a v a u x  o n t  m i s  en é v i d e n c e  l e  t r a n s p o r t  d e  l a  phosphat i -  

d y l c h o l i n e  f l u o r e s c e n t e  d e  l a  membrane p lasmat ique  v e r s  l ' a p p a r e i l  d e  Golg i ,  

d a n s  les f i b r o b l a s t e s  d e  hamste r  c h i n o i s .  Ce t r a n s f e r t  i n t r a c e l l u l a i r e  peut 

f a i r e  i n t e r v e n i r  un  hén no mène d ' endocy tose  p a r t i c u l i e r  q u i  donne n a i s s a n c e  à 

d e s  v é s i c u l e s  don t  l e s  membranes s o n t  hautement f l u o r e s c e n t e s  (SLEIGHT e t  

PAGANO, 1984). 

La p l u p a r t  des  v é s i c u l e s  formées p a r  endocytose  f u s i o n n e n t  ayec l 1 a p p a -  

r e i l  de G o l g i  où l e s  l i p i d e s  r e s t e r o n t  p i é g é s  dans  l e  f e u i l l e t  ( f i g u r e  1 7 ) .  

Les l i p i d e s  s e r o n t  e n s u i t e  e x c r é t é s  d e  l ' a p p a r e i l  d e  G o l g i  e t  r e t o u r -  

n e r o n t  en  p a r t i e  v e r s  l a  membrane plasmique ou v e r s  les lysosomes.  Le nouveau 

c y c l e  d ' i n t e r n a l i s a t i o n  p e u t  a i n s i  recommencer j u s q u l à  l a  d é g r a d a t i o n  t o t a l e  

d e  l a  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  f l u o r e s c e n t e  dans  les lysosomes.  

Les p r o t é i n e s  d e  t r a n s f e r t  mises  e n  év idence  l o r s  d e s  t r a n s p o r t s  i n t r a -  

c e l l u l a i r e s  e n t r e  l e  r é t i c u l u m  endosplasmique et  l a  membrane plasmique pour- 

r a i e n t  éventuel lement  ê t r e  impl iquées .  C e  t r a n s p o r t  d e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

du r é t i c u l u m  endoplasmique v e r s  l a  membrane p lasmat ique  s u r  d e s  c e l l u l e s  

o v a r i e n n e s  d e  hamster c h i n o i s  est t r è s  r a p i d e  ( t  112 T 25'C = 2 min.) .  I l  

n ' e s t  pas  a f f e c t é  par l e s  i n h i b i t e u r s  du c y t o s q u e l e t t e  n i  p a r  l e s  po i sons  

é n e r g é t i q u e s  (KAPLAN etSIMONI,1985) e t  s e  f a i t  même à une t e m p é r a t u r e  i n f é -  

r i e u r  à 15°C. 

Cependant aucune p r e u v e  n  ' i n d i q u e  que c e s  p r o t é i n e s  p a r t i c i p e n t  aux 

mouvements d e s  l i p i d e s  a p r è s  l e u r  i n t é g r a t i o n  dans  l a  membrane plasmique.  



111.2 DESTIN DU CHOLESTEROL 

P l u s i e u r s  mécanismes d e  t r a n s p o r t  i n t r a c e l l u l a i r e  du c h o l e s t é r o l  o n t  

é t é  d é c r i t s  : 

- un t r a n s p o r t  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n e  p r o t é i n e  d e  t r a n s p o r t  

d é c r i t e  au  n iveau  de l ' h é p a t o c y t e  (FRIEDLANDER e t  c o l l . ,  1980,  BELL , 1 9 7 5 ) .  

- une d i f f u s i o n  p a s s i v e  d e s  monomères d e  c h o l e s t é r o l  à t r a v e r s  l e  

cytoplasme en r e l a t i o n  a v e c  d e s  d i f f é r e n c e s  d e  d i s t r i b u t i o n  du c h o l e s t é r o l  

e t  d e  phosphol ip ides  e n t r e  l e s  d i v e r s e s  membranes (WATTENBERG et  SILRERT, 1983) ,  

- un t r a n s p o r t  v é s i c u l a i r e .  

A l o r s  que l e  c h o l e s t é r o l  semble ê t r e  en  é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  l i p o p r o t é i n e s  

p lasmat iques  e t  l e s  membranes d e s  c e l l u l e s  n u c l é é e s  (DAWIDOWICZ , 1987) ,  

PHILLIPS et c o l l . ,  1987,  OWEN, 1984) ,  l e  mouvement du c h o l e s t é r o l  dans  l e  

compartiment aqueux d e  c e s  c e l l u l e s  e s t  r e s t r e i n t  en d é p i t  d e s  p r o t é i n e s  d e  

t r a n s f e r t  du c h o l e s t é r o l  (DEMPSEY, 1984).  

I l  semble que les  mouvements du c h o l e s t é r o l  d e  l a  membrane plasmique 

v e r s  l e s  compartiments se f a s s e n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  g r â c e  au t r a n s p o r t  v é s i -  

c u l a i r e  (KAPLAN e t  SIMONI, 1985) .  

III. 3 CONCLUSION 

S i  l e s  HDL s o n t  les  t r a n s p o r t e u r s  d'AGPI pour l e  ce rveau ,  l a  c a p t a t i o n  

d e  c e s  a c i d e s  g r a s  p a r  l a  c e l l u l e  e n d o t h é l i a l e  pour ra  s e  f a i r e  p a r  endocytose .  

C e t t e  endocytose  p o u r r a  f a i r e  i n t e r v e n i r  d e s  r é c e p t e u r s  de  t y p e  BE ou d e  

t y p e  A I - A I I .  

T o u t e f o i s  l a  f i x a t i o n  d e s  HDL s u r  l e s  r é c e p t e u r s  A I - A I 1  n ' e s t  p a s  souvent  
3 

couplée  à un phénomène d ' i n t e r n a l i s a t i o n ,  mais  p l u t ô t  à des  échanges  l i p i d i q u e s .  

S i  les HDL a p p o r t e n t  aux membranes l u m i n a l e s  d e  l a  R.H.E. d e s  phospho- 

l i p i d e s  p a r  l e s  r é c e p t e u r s  AI-AII, l e s  échanges  l i p i d i q u e s  e n t r e  HDL e t  c e l -  

l u l e s  impl iquen t  p l u t ô t  d e s  mécanismes spon tanés  d 'échange m o l é c u l a i r e ,  d e  r 

f u s i o n  ou f e r o n t  a p p e l  aux p r o t é i n e s  d e  t r a n s f e r t  p lasmat iques .  
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Le b u t  d e  n o t r e  t r a v a i l  é t a n t  d e  mettre en év idence  l e  r ô l e  d e s  HDL 

d a n s  l e  t r a n s p o r t  d ' a c i d e s  g r a s  a u  n i v e a u  d e  l a  b a r r i è r e  hémato-encéphalique.  

Nous avons  d a n s  un p remier  temps m i s  a u  p o i n t  un modèle d e  v e c t e u r  l i p i d i q u e  

p a r  i n c o r p o r a t i o n  d e  p h o s p h o l i p i d e s  f l u o r e s c e n t s  d a n s  l e s  HDL L ' u t i l i s a t i o n  
3  ' 

d e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  (PC) ou phosphatidyléthanolamine (PE) d o n t  l ' a c i d e  g r a s  

en p o s i t i o n  SN 1 p o r t e  u n e  sonde d e  7-chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-i,3-diazole 

(NBD) s e m b l a i t  f o u r n i r  un modèle a d a p t é  à n o t r e  é tude .  En e f f e t  l a  p r é s e n c e  

d 'un a c i d e  l a u r i q u e  (C12:O) coup lé  a u  c h l o r u r e  d e  NBD, n e  m o d i f i e  p a s  ou peu 

l a  s t r u c t u r e  g é n é r a l e  du phosphol ip ide .  

Dans un premier  temps,  nous avons  donc m i s  a u  p o i n t  u n e  t e c h n i q u e  d ' i n -  

c o r p o r a t i o n  d e s  phosphol ip ides  f l u o r e s c e n t  es d a n s  l e s  l i p o p r o t é i n e s ,  p u i s  t e s t é  

l a  v a l i d i t é  du  v e c t e u r  l i p i d i q u e  s u r  d e s  membranes plasmiques  d e  p l a q u e t t e s ,  

a f i n  d e  v é r i f i e r  l a  c a p a c i t é  d e  f i x a t i o n  d e s  HDL m o d i f i é e s  s u r  d e s  r é c e p t e u r s  
3  

d e  s u r f a c e  et  l ' e f f i c a c i t é  d e s  t r a n s f e r t s  l i p i d i q u e s  d e s  HDL v e r s  l a  membrane 

plasmique.  

1 - MISE AU POINT D'UN MODELE DE VECTEUR LIPIDIQUE 

De nombreux t r a v a u x  o n t  m i s  en  é v i d e n c e  l ' e x i s t e n c e  d e  t r a n ç f e r t  d e  cho- 

l e s t é r o l  e t  d e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  e n t r e  les  HDL et  LDL (LUND-KATZ e t  c o l l . ,  1982).  

L 'emploi  d e  l iposomes  comme v e c t e u r s  d e  l i p i d e s  a permis  d e  d é f i n i r  les  condi-  

t i o n s  q u i  r é g i s s e n t  l e  t r a n s f e r t  d e s  l i p i d e s  e n t r e  un donneur et un a c c e p t e u r  

(NICHOLS et PAGANO, 1981, POSTE et  PAPAHADJOPOULOS, 1976, HELLINGS et  c o l l . ,  1974, 

HELMKAMP, 1980, DUCKWITZ et c o l l . ,  1977, JAHNIG, 1984) .  

MISE AU POINT D'UN PROTOCOLE 

Nous n o u s  sommes s e r v i s d e  c e s  r é a c t i o n s  d ' échanges  l i p o s o m e s - l i p o p r o t é i n e s  

pour i n c o r p o r e r  dans l e s  HDL d e s  p h o s p h o l i p i d e s  p o r t e u r s  d ' u n e  sonde f l u o r e s -  

c e n t e  ( f i g u r e  1 8 ) .   une maniè re  g é n é r a l e  d e s  l iposorres ,  d e s  v é s i c u l e s  un i -  ou 

m ~ l t i l a ~ e l l a i r e s  (WIRTZ, 1974) ,  d e s  l a m e l l e s  (THOMPSON e t  c o l l . ,  1984) 

ou d e s  b i l l e s  d e  v e r r e  (BROCKIIAN et c o l l . ,  1973) r e c o u v e r t e s  d e  p h o s p h o l i p i d e s  



FIGURE 18 : STRUCTURE DE LA PHOSPHATIDYL-CHOLINE FLUORESCENTE 
OU NBD-PC. 
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FIGURE 19 : PROTOCOLE DE PREPARATION DES HDL3 FLUORESCENTES . 
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peuvent ê t r e  u t i l i s é s  pour  m o d i f i e r  l a  c h a r g e  l i p i d i q u e  d e s  l i p o p r o t é i n e s .  

T o u t e f o i s  l ' e m p l o i  d e  b i l l e s  d e  v e r r e  r e c o u v e r t e s  d 'un f i n  f i l m  d e  phospho- 

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

l a  r é c u p é r a t i o n  d e s  l i p o p r o t é i n e s  modi f i ées .  

Le p r o t o c o l e  d e  p r é p a r a t i o n  d e  l a  sonde l i p i d i q u e  p a r  i n c u b a t i o n  d'HDL 

en  p r é s e n c e  d e  l iposomes,  s u r  s u p p o r t  s o l i d e  est d é c r i t  f i c h e  t e c h n i q u e  11. 

Les  HDL r é i s o l é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  s o n t  f l u o r e s c e n t e s  et l ' i n t e n s i t é  du 3 
t r a n s f e r t  e s t  é v a l u é e  p a r  dosage s p e c t r o f l u o r i m é t r i q u e  pour  une longueur  d 'onde 

d ' e x c i t a t i o n  h ex = 470 nm et  d ' émiss ion  em = 510 nm. 

f  l u  L ' a n a l y s e  en g e l  d e  polyacrylamide d e s  HDL f l u o r e s c e n t s  (HDL3 ) ( f i c h e  3 
f  l u  

t e c h n i q u e  5) m e t  en é v i d e n c e  une l é g è r e  d i s p e r s i o n  d e s  HDL t r a d u i s a n t  une 

c e r t a i n e  h é t é r o g é n é i t é  d e  t a i l l e .  De p l u s  d e s  v é s i c u l e s  d e  NBD-PL d é t a c h é e s  d e s  

b i l l e s  r e s t e n t  dans  les p u i t s  d e  d é p ô t .  L ' a n a l y s e  f l u o r i m é t r i q u e  d e s  g e l s  r é v è l e  

également un maximum d e  f l u o r e s c e n c e  au n i v e a u  d e s  EDL e t  p l u s  l é g è r e m e n t  au 

p o i n t  d e  d é p ô t .  La p r é s e n c e  d e  v é s i c u l e s  p h o s p h o l i p i d i q u e s  f l u o r e s c e n t e s  sus-  

c e p t i b l e s  d ' i n t e r f é r e r  p a r  l a  s u i t e  a u  n i v e a u  d e s  échanges  HDL-cellules a rendu 

i n d i s p e n s a b l e  une é t a p e  s u p p l é m e n t a i r e  d e  p u r i f i c a t i o n  d e s  HDL lu a p r è s  l a  
3  

r é a c t i o n  de  t r a n s f e r t  ( f i g u r e  1 9 ) .  

Nous avons  p r é f é r é  aux u l t r a c e n t r i f u g a t i o n s  pa r  f l o t t a i s o n  ou en g r a d i e n t  

d e  d e n s i t é ,  une p u r i f i c a t i o n  p a r  chromatographie  d e  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  co lonne  

d e  Superose  6 B en tampon NaCl 0 , 1 5  M y  N a  EDTA 0 ,01%,  NaN3 0 ,02%, pH : 7 , 2  
2  

( f i c h e  t e c h n i q u e  2) . 
L ' a n a l y s e  en m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  d e s  HDL 

3  f lu  a i n s i  r é i s o l é e s  conf i rme  

l e s  r é s u l t a t s  obtenus  a p r è s  é l e c t r o p h o r è s e  ou u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à s a v o i r  que 

l ' i n c u b a t i o n  d e s  l i p o p r o t é i n e s  en p résence  d e  p h o s p h o l i p i d e s  modi f i en t  l a  forme 

d e s  l i p o p r o t é i n e s .  E l l e s  s u b i s s e n t  d e s  remaniements s t r u c t u r a u x  q u i  se t r a d u i s e n t  

p a r  l ' a p p a r i t i o n  d e  p a r t i c u l e s  d e  t a i l l e  h é t é r o g è n e  ou d e  p a r t i c u l e s  d i s c o T d a l e s .  

C e s ' m o d i f i c a t i o n s  o n t  é t é  d é c r i t e s  pour les  HDL (TALL e t  SbIALL, 1977,  TALL 

e t  c o l l . ,  1978, TALL e t  GREEN, 1981) et l e s  LDL (CHAIT et c o l l . ,  1984, PARKS, 

1985) .  Les  HDL dev iennen t  d i s c o i d a l e s  a l o r s  que l e s  LDL m o d i f i é e s  d e  l a  même 3 



FIGURE 20 : OPTIMISATION DES PARAMETRES DE TRANSFERT DE 
LA NBD-PC DANS LES HDL3. 

A : CONCENTRATION EN NBD-PC 

400 mg de billes sont recouvem de O à 800 pg de NBD-PC. Le transfert s'effectue à température 
ambiante durant 3 h en présence de 1 ml de HDL3 à 2 mglrnl. 

B : TEMPS D'INCUBATION 

7 

60 120 180 240 
temps en min. 

400 mg de billes sont recouverts de 400 pg de NBD-PC. Le transfert s'effectue à température 
ambiante durant O à 240 minutes en prksence de 1 ml de HDL3 à 2 mglml. 

C : LA TEMPERATURE D'INCUBATION 

34 4 4  
température d'incubation en OC 

400 mg de billes sont recouverts de 400 pg de NBD-PC. Le transfert s'effectue à des températures 
s'échelo~ant de 25 à 45 OC pendant 3 h en présence de 1 ml de HDL3 à 2 mglml. 



manière  r e s t e n t  p l u s  ou moins s p h é r i q u e s  avec  un excès  d e  m a t é r i e l  déformant 

l a  p a r t i c u l e  en un p o i n t  p a r t i c u l i e r  t r è s  v i s i b l e  en m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  

(PARKS , 198 5) . 
L'échange d e  phosphol ip ides  e n t r e  l iposomes et l i p o p r o t é i n e s  c o n d u i t  

à l a  p r o d u c t i o n  d e  p a r t i c u l e s  l i p o p r o t é i n i q u e s  d e  t a i l l e  h é t é r o g ë n e ,  d e  d e n s i t é  

i n t e r m é d i a i r e  e t  a u  comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  modi f i é .  En conséquence 

l e u r s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  p o u r r a i e n t  ê t r e  également légèrement  p e r t u r b é e s .  

1.2 OPTIMISATION DES PARAMETRES DE TRANSFERT 

 influence d e  d i v e r s  p a r a m è t r e s  t e l s  que l a  c h a r g e  en  l iposomes s u r  sup- 

p o r t  s o l i d e ,  l e  temps d ' i n c u b a t i o n  et  l a  t e m p é r a t u r e  s u r  l ' i n t e n s i t é  d e  l ' i n -  

c o r p o r a t i o n  d e  NBD-PC dans l es  HDL a é t é  é t u d i é e  d e  façon  à o p t i m i s e r  les para- 
3 

mètres  d e  l a  r é a c t i o n  d e  t r a n s f e r t .  Ces r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  f i g u r e  20 e t  i ls 

ont  c o n d u i t  à l a  d é f i n i t i o n  d e s  c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  d é c r i t e s  f i c h e  t e c h n i q u e  

11. 

LI - EVALUATION DU MODELE 

Les  m o d i f i c a t i o n s  d e  t a i l l e ,  d e  d e n s i t é  et  d e  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  

d e s  H D L ~ ' ~  a p r è s  i n c o r p o r a t i o n  dans  l a  molécu le  d e  NBD-PC r e n d e n t  e s s e n t i e l l e  

l ' é t a p e  d ' é v a l u a t i o n  phys io log ique  du v e c t e u r .  L ' u t i l i s a t i o n  d e  p l a q u e t t e s  

humaines q u i  possèden t  des  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  aux HDL (CURTISS et  PLOW, 

1984) nous  a permis  d e  comparer les p r o p r i é t é s  d e s  HDL 
f l u  

3  
p a r  r a p p o r t  aux 

HDL normales .  
3  

Après  i n c u b a t i o n  des  p l a q u e t t e s  pendant  2 heures  à 37°C e n  p r é s e n c e  de  

HDL3 
f l u  

con tenan t  d e  l a  NBD-PC e t  l a v a g e s  à 4'C, d e s  q u a n t i t é s  i m p o r t a n t e s  

de  NBD-PC s o n t  t r a n s f é r é e s  aux p l a q u e t t e s .  La p résence  d e  l a  sonde f l u o r e s -  

c e n t e  dans  l a  membrane plasmique p l a q u e t t a i r e  e s t  v i s u a l i s é e  p a r  une f l u o r e s -  

cence p é r i p h é r i q u e  i n t e n s e  quand les p l a q u e t t e s  s o n t  o b s e r v é e s  au microscope 

à f l u o r e s c e n c e .  Cette f l u o r e s c e n c e  p e r s i s t e  p l u s i e u r s  h e u r e s ,  l o r s q u e  l e s  p la -  

q u e t t e s  s o n t  maintenues  à 4'C e n  tampon Tyrode.  
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FIGURE 21 : ECHANGES DE LA NBD-PC DES HDL3 VERS LES PLAQUETTES. 

A : INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN NBD-PC 

1 O0 150 
NBD-PC Fg 

108 plaquettes sont incubées de 2 h à 37OC en présence de quantités croissantes de 
HDL3 fluorescentes (2 mgtml). Après échanges, les lipides plaquettaires sont extraits. 
analysés et quantifiés (fiches techniques 11.13et14). 

B : INFLUENCE DU TEMPS D'INCUBATION 

O 1 2 3 4 5 6 
temps en heures 

log plaquettes sont incubées de O à 6 H. à 37OC en présence de HDL3 fluorescentes (80 
pg NBD-PC). Après échanges, les lipides plaqucttaires sont extraits, analysés et 
quantifiés (fiches techniques 11,13 et 14). 



Nous avons r é a l i s é  une s é r i e  d 'expér iences  de  façon à opt imiser  l e s  

paramètres q u i  gouvernent l ' i n s e r t i o n  des  l i p i d e s  des  HDL dans l a  membrane 
3  

p l a q u e t t a i r e .  L'augmentation d e  l a  concent ra t ion  en HDL f lu  ( f i g u r e  21 a)  
3  

ou de  l a  durée d ' incubat ion  à 37OC ( f i g u r e  21 b) augmente de manière t r è s  

s i g n i f i c a t i v e  l e  taux  de  NBD-PC t r a n s f é r é e  v e r s  l a  p l aque t t e .  Toutefo is  pour 

des  temps d ' incubat ion  supé r i eu r s  à 4 heures ,  on n o t e  une diminut ion d e  l ' e f -  

f i c a c i t é  du t r a n s f e r t  l i p i d i q u e  en r e l a t i o n  avec un phénomène de  dégradat ion 

p l a q u e t t a i r e  due à des  modi f ica t ions  de  l a  pe rméab i l i t é  membranaire, a i n s i  

qu'à l ' a l t é r a t i o n  de c e r t a i n e s  p r o p r i é t é s  f o n c t i o n n e l l e s  (THOMPSON e t  c o l l . ,  

1984) . 
Ains i  l e s  cond i t i ons  s t anda rds  c h o i s i e s  pour l e s  expériences u l t é r i e u r e s  

8 
se ron t  une incubat ion  d e  10  p l aque t t e s  pendant 2 heures  en présence de  HDL 3 
correspondant à un appor t  de 72 ,s  yg d e  NBD-PC. Dans ces  condi t ions ,  envi ron  

4 pg d e  NBD-PC sont  t r a n s f é r é s  des  HDL aux p l a q u e t t e s ,  ce  q u i  r e p r é s e n t e  

environ 13% d e  l a  NBD-PC des HDL3. 

11.2 INSERTION DE LA NBD-PC DANS LA MEMBRANE PLAQUETTAIRE 

Lors des  incubat ions  à 37"C, l e  taux  d e  NBD-PC mesuré dans l e s  p l a q u e t t e s  

peut ê t r e  dû : 

- à l a  f i x a t i o n  des  HDL 3 
flu s u r  l e u r  r écep teu r ,  

- au t r a n s f e r t  des  l i p i d e s  marqués des  H D T . , ~ ' ~  dans l a  membrane des  3 
p l a q u e t t e s ,  

- ou encore aux l i p i d e s  i n t e r n a l i s é s  dans l a  p l a q u e t t e  l o r s  d e s  phéno- 
f l u  

mènes d'endocytose des  HDL . 

Afin d e  déterminer  l e  t aux  d e  NBD-PC rée l lement  i n s e r r é e  dans l a  membrane 

par  rappor t  au  taux de  NBD-PC des  HDL3 'lu f i x é e s  s u r  l e s  r écep teu r s  de  s u r f a c e ,  

nous avons r é a l i s é  des  expér iences  de t r a n s f e r t  en incubant  l e s  p l a q u e t t e s  en 

présence ou non d 'hépar ine  q u i  permet l a  d i s s o c i a t i o n  des  complexes récepteurs -  

l i p o p r o t é i n e s  (AVIRAM e t  BROOKS, 1983). 

8 
A i n s i  1 0  p l aque t t e s  son t  incubées 2 heures  à 37°C en présence.de HDL 

3 
f l uo rescen te s  ( f i c h e  technique 28) s e lon  l e s  cond i t i ons  s tandards .  Les c e l l u l e s  

ap rè s  lavage  en tampon tyrode s o n t  incubées 1 5  minutes à 37OC en présence ou 



TABLEAU XI : INFLUENCE DE L'HEPARb'E SUR LA FLUORESCENCE 
RESIDUELLE PLAQUETTAIRE. 

pg N B D - ~ ~ 1 1 0 ~  plaqucttcs pg N B D - ~ ~ 1 1 0 ~  plaquettes 
avant incubation apds incubation 

HEPARINE (-) 3,27 + 0,06 229 + 0.05 

HEPARINE (+) 3.45 + 0,04 1,16 + 0,07 

FIGURE 22 : RETROCESSION DE LA FLUORESCENCE PLAQUE'ITAIRE A UN 
ACCEPTEUR LIPIDIQUE APRES FIXATION A 4°C . 

P.P.P. 

O 15  30 4 5  6 0  75 90 
temps d'incubation en min. 

108 plaquettes sont incubées en présence de HDL3 fluorescentes (80 pg de NBD-PC) 
pendant 2 H. à 4°C. Les cellules après lavage en tampon tyrode sont réincubées de O à 
90 min. à 37°C avec 1 ml de plasma pauvre en plaquettes ou P.P.P. La fluorescence est 
déterminée dans chacune des fractions fiches techniques (1 1.13, 14). 

TABLEAU XII : RETROCESSION EN PRESENCE DE COLCHICINE. 

Plaquettes avant rétrocession 

Plaquettes après rétrocession 
(COLCHICINE +) 

pg NBD-~~1108 piaqucttes 

3.40 + 0.04 

0.65 + 0,05 

Plaquettes après rétrocession 
(COLCHICINE -) 



en absence d 'hépar ine  (4 mg/ml) . Après c e n t r i f u g a t i o n  3 minutes à 4000 t/mn, 

les p l aque t t e s  son t  récupérées  e t  l a  q u a n t i t é  de NBD-PC e s t  déterminée d e  

façon c l a s s ique ,  après  e x t r a c t i o n  des  l i p i d e s  s e lon  l a  technique de FOLCH 

( f i c h e  technique 28),  s é p a r a t i o n  chromatographique ( f i c h e  technique  14) e t  

dosage spec t rof luor imét r ique .  Les r é s u l t a t s  son t  r e p o r t é s  t ab l eau  X I .  

Après t r a i t emen t  à l ' h é p a r i n e  l e s  c e l l u l e s  perdent  environ 50% de  l e u r  

f luorescence  q u i  s e  r e t rouve  dans l e  surnageant  c e l l u l a i r e  l i é  au HDL La 
3 ' 

f luorescence  r é s i d u e l l e  correspond à l ' i n s e r t i o n  de l a  NBD-PC dans l a  membrane 

plasmique e t /ou  l ' i n t e m a l i s a t i o n  des  l i p o p r o t é i n e s  dans l a  p l aque t t e .  L ' i n t e r -  

n a l i s a t i o n  des HDL3 é t a n t  t r è s  f a i b l e  (CURTISS e t  PLOW, 1984) ,  c e s  r é s u l t a t s  

suggèrent  que l a  NBD-PC q u i t t e  les HDL pour être i n t é g r é e  dans l a  membrane 

plasmique p l a q u e t t a i r e .  

11.3 MISE EN EVIDENCE DE DEUX POOLS LIPIDIQUES DISTINCTS 

11.3.1 Rét rocess ion  s imple ------------------ 
Nous avons procédé à des  expérieiices de  r é t r o c e s s i o n  ou "back exchange" 

f l u  
a f i n  d e  p r é c i s e r  l e  deveni r  métabolique des  l i p i d e s  échangés e n t r e  lesHDL3 

e t  l e s  p l aque t t e s .  Pour c e s  é tudes  de ré t rocess ion ,  IO* c e l l u l e s  son t  incubées 

dans des  cond i t i ons  s t anda rds  en  présence de  HDL f l u o r e s c e n t e s  pendant 2 heures  3 
à 4°C. Après lavage  en tampon tyrode  e l l e s  s o n t  e n s u i t e  incubées à 37'C e n  pré- 

sence de  1 m l  de  plasma pauvre e n  p l a q u e t t e s  ou P.P.P. (plasma c e n t r i f u g é  à 

11000 t/min. pendant 15 min.) de  O à 90 minutes .  

Les p l a q u e t t e s  e t  l e  P.P.P. son t  s é p a r é s  par  c e n t r i f u g a t i o n .  Les phospho- 

l i p i d e s  sont  e x t r a i t s  e t  l ' i n t e n s i t é  de  l a  f l uo rescence  e s t  appréc iée .  Les ré -  

s u l t a t s  sont  exprimés f i g u r e  22.  Lors de l ' i n c u b a t i o n  à 4OC des p l a q u e t t e s  e n  

présence de H D L ~ ' ~  on no te  une f i x a t i o n  des  HDL flu i n f é r i e u r e  à c e l l e  en reg i s -  

t r S e  à 37'C, ce  q u i  s e  t r a d u i t  par  une i n t e n s i t é  de f luorescence  également p l u s  

f a i b l e .  Toutefo is  c e t t e  f l uo rescence  ne correspond qu'à l a  f i x a t i o n  des  HDL 
f l u  

s u r  les r écep teu r s  membranaires. La seconde incubat ion  à 37'C en présence de  

P.P.P. permet de déclencher  les processus d'endocytose e t  d 'échanges l i p i d i q u e s .  

Ces deux phénomènes vont s o u s t r a i r e  progressivement l a  sonde l i p i d i q u e  de  l a  



membrane plasmique s o i t  en l ' i n t e r n a l i s a n t ,  s o i t  en l a  r é t rocédan t  à une molé- 

cu l e  a c c e p t r i c e  p ré sen te  dans l e  P.P.P.  t e l l e s  quc l e s  l i p o p r o t é i n e s  c i r c u l a n t e s .  

Nos r é s u l t a t s  ind iquent  c lairement  qu 'après  30 minutes d ' incubat ion  environ 

1 / 3  de l a  f luorescence  e s t  t r a n s f é r é e  de l a  p l a q u e t t e  au P.P.P.  ; l e s  2/3 

r e s t a n t s  non échangeables e t  r é s i s t a n t s  au phénomène de r é t r o c e s s i o n  ont  donc 

probablement é t é  s o u s t r a i t s  de l a  membrane par  i n t e r n a l i s a t i o n .  

11.3.2 Rétrocession en présence de  co lch ic ine  ................................... 

Pour p r é c i s e r  c e  phénomène d'endocytose de  l a  sonde f l u o r e s c e n t e ,  nous 

avons r é a l i s é  de nouvel les  expériences d e  r é t r o c e s s i o n  en présence d 'agents  

i n h i b i t e u r s  du c y t o s q u e l e t t e  (CURTISS e t  PLOIJ, 1984).  

8 
Dans un premier temps 10  p l a q u e t t e s  son t  incubées 2 heures  à 4°C en 

présence de  HDL f l uo rescen te s  dans l e s  cond i t i ons  s tandards .  Après lavage en 
3 

tampon tyrode  les c e l l u l e s  sont  incubées 30 minutes à 37°C avec 1 m l  de P.P.P. 

e n  présence ou non de  co lch ic ine  à 50 pg/ml. Après e x t r a c t i o n  des  l i p i d e s ,  

l e  pourcentage d e  f luorescence  e s t  éva lué  e t  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  tab leau  

X I I .  

Dans l e s  expériences de  r é t r o c e s s i o n  en l ' absence  de  c o l c h i c i n e ,  une f luo-  

rescence correspondant à 1,Olpg de NBD-PC r e s t e  l o c a l i s é e  au niveau d e s  p l aque t t e s  

et r e p r é s e n t e  l e  taux  de l i p i d e s  non d i rec tement  échangeables avec l e  plasma. 

En présence de  c o l c h i c i n e  l a  f luorescence  r é s i d u e l l e  des  p l a q u e t t e s  e s t  p lus  

f a i b l e  e t  correspond à 0,65 pg de  NBD-PC. 

Ces 0,65 pg de l i p i d e s  non échangeables ne  peuvent pas  correspondre aux 

l i p i d e s  i n t e r n a l i s é s  par  endocytose pa r  r écep teu r  puisque l a  présence de co l -  

ch i c ine  inh ibe  l e s  processus d ' i n t e r n a l i s a t i o n .  Il e x i s t e  donc dans l e s  pla-  

q u e t t e s  ap rè s  incubat ion  avec des  HDL 3 
f lu  deux pools  d i s t i n c t s  de l i p i d e s  : 

- les l i p i d e s  échangeables correspondant  aux l i p i d e s  p o r t é s  par  l e s  

HDL f i x é e s  aux r écep teu r s  e t  aux l i p i d e s  i n t é g r é s  dans l e  f e u i l l e t  

ex t e rne  d e  l a  membrane plasmique, 

- l e s  l i p i d e s  non échangeables c o n s t i t u é s  en p a r t i e  pa r  l e s  l i p i d e s  

i n t e r n a l i s é s  mais également par  des  l i p i d e s  q u i  on t  migré dans l a  

membrane plasmique de  l'hémimembrane exoplasmique v e r s  l e  f e u i l l e t  

protoplasmique. 



FIGURE 23 : DEGRADATION DE LA NBD-PC DANS LA ME-MBRANE 
PLAQUETTAIRE 

séparation des lipides fluorescents sur plaque de silice imprégnée de 
borate dans le solvant : CHC13/CH30H/NH40H/H20 (90-54-5-5 v/v/v/v). 

A : extrait de lipides plaquettaires. 
B : NBD-phosphatidyl éthanolamine 
C : NBD-diacyl glycérol 
D : NBD-acide phosphatidique 
E : NBD-phosphatidyl choline 



C e t t e  migra t ion  des l i p i d e s  par  f l i p - f l o p  s o u s t r a i t  au même t i t r e  

que l ' endocytose  l e s  l i p i d e s  au phénomène de r é t roces s ion .  

Toutefo is  il est d i f f i c i l e  de concevoir  un mouvement de  f l i p - f l o p  de 

c e t t e  envergure pour l a  phosphat idylchol ine  q u i  e s t  e s sen t i e l l emen t  l o c a l i s é e  

dans l e  f e u i l l e t  l e  plus  e x t e r n e  d e  l a  membrane plasmique. L'hypothèse d'une 

dégradat ion intramembranaire des  l i p i d e s  échangés a donc é t é  avancée e t  nous 

avons donc cherchéà  met t re  en  évidence un phénomène de dégrada t ion  des  l i p i d e s .  

11.4 DEGRADATION DE LA NBD-PC DANS UN COMPARTIMENT NON LYSOSOMAL 

11.4.1 Mise en évidence d 'une dégrada t ion  de l a  NBD-PC ........................................... 
8 

10  p l a q u e t t e s  sont  incubées 2 heures  à 37OC en présence d e  HDL f luo res -  3 
centes  dans l e s  condi t ions  s t anda rds .  

Les l i p i d e s  sont  e x t r a i t s  e t  s épa ré s  par  chromatographie s u r  plaque de 

g e l  de  s i l i c e  imprégnée de  b o r a t e  (HOHENGASSER e t  c o l l . ,  1986) ( f i c h e  technique 

14).  

Après migra t ion  dans l e  système so lvan t  chloroforme/méthanol/ammoniaque/ea~ 

90/54/5/5 - v/v/v/v,  l e s  l i p i d e s  f l u o r e s c e n t s  s o n t  r é v é l é s  par  examen des  pla- 

ques en lumière u l t r a v i o l e t t e  ( f i g u r e  23).  Deux spo t s  f l u o r e s c e n t s  sont  a i n s i  

m i s  en évidence, l ' u n  correspond à d e  l a  NBD-PC, l ' a u t r e  à du d iacyl -g lycéro l  

f l uo rescen t  (NBD-DAG) qu i  p rov ien t  de  l a  dégrada t ion  de l a  NBD-PC par  une phos- 

phol ipase  C. 

Nous avons donc pu m e t t r e  en  évidence une dégradat ion t r è s  n e t t e  de  l a  

NBD-PC en NBD-DAG. Deux compartiments peuvent ê t r e  l e  s i è g e  de c e t t e  dégrada t ion  : 

- l e  compartiment lysosomal,  

- l a  membrane plasmique r i c h e  en phospholipase. 

Afin de déterminer  s i  c e  son t  l e s  enzymes lysosomiales  ou membranaires 

q u i  sont  responsables  de l a  conversion du NBD-PC en NBD-DAG, nous avons examiné 

l a  dégradat ion en présence ou en absence de NH C l  r e l i é e  à l ' a l c a l i n i s a t i o n  
4 

du compartiment lysosomal (STEINMAN e t  c o l l . ,  1983).  
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TABLEAU XII1 : INFLUENCE DU NH4C1 SUR LA DEGRADATION DE LA NBD-PC. 

pg ~ ~ 1 1 0 ~  plaquettes NBD-DG en % 

NH4Cl- 30 min. 2,26 + 0,03 2,15 + 0.17 

NH4Cl+ 30 min. 2.23 + 0,02 2,05 + 0.20 

NH4Cl- 120 min. 3.57 + 0.01 8,40 + 0,40 

NH4Cl+ 120 min. 3,46 + 0,02 7.30 + 0,40 

FIGURE 24 : SPECIFICITE DE LA DEGRADATION PLAQUETI'AIRE DE LA NBD-PC 

séparation des lipides fluorescents sur plaque de silice imprégnée de borate dans le 
solvant : CHC13/CH30H/NH40H/H20 (90-54-5-5 v/v/v/v). 

A : vésicules de NBD-PC incubées en présence de plaquettes à 4OC 
B : vésicules de NBD-PC incubées en présence de plaquettes à 37OC 
C : HDL3 (80pg de NBD-PC) incubées en présence de plaqucttes à 4OC 
D : HDL3 (80pg de NBD-PC) incubees-en présence de plaqucttcs à 37°C 
E : HDL3 (80pg de NBD-PC) incubées en préscnce dc plaqucttcs à 37°C + NH4C1(20mM) 



8 
10 p l aque t t e s  sont  incubées avec des  HDL f l u o r e s c e n t e s  (condi t ions  

s tandards)  à 37°C pendant 30 minutes ou 120 minutes en présence (+) ou en 

absence (-) de NH C l  (20 mM). Les l i p i d e s  sont  e x t r a i t s  e t  déposés s u r  plaque 4 
d e  g e l  de s i l i c e  dans l e s  mêmes condi t ions  que précédemment. Les s p o t s  f luo-  

r e s c e n t s  correspondant au NBD-PC e t  NBD-DAG sont  i s o l é s  et l ' i n t e n s i t é  de l a  

f luorescence  e s t  en reg i s t rée .Les résu1 ta t s  son t  p ré sen té s  tab leau  X I I 1  e t  mon- 

t r e n t  que quelque s o i t  l e  temps d ' incubat ion ,  l a  product ion du NBD-DAG en 

présence ou en absence de NH C l  n ' e s t  pas s ign i f i ca t ivemen t  modif iée.  11 e s t  4 
à n o t e r  que l a  l i b é r a t i o n  de  NBD-DAG par hydrolyse de  l a  NBD-PC augmente en  

f o n c t i o n  du temps d ' i ncuba t ion  à 37°C. I l  semble donc que l a  dégradat ion 

in t r a lysosomia le  de  l a  PC ne s o i t  pas responsable  de  l ' a p p a r i t i o n  de  DAG 

f luo rescen t  dans l a  p l aque t t e .  L ' i n t e rven t ion  d e  phospholipase (PL) de  t y p e  

PLC semble donc p lus  probable.  

11.4.2 E3 ET PHOSPHOLIPASES C MEMBRANAIRES 

S i  l ' i n t e r v e n t i o n  de PLC membranaire dans l a  dégrada t ion  de  l a  NBD-PC 

semble p l aus ib l e ,  l a  ques t ion  q u i  s e  pose concerne l e  mécanisme d ' a c t i v a t i o n  

de  c e t t e  enzyme e t  s e s  r e l a t i o n s  avec l a  f i x a t i o n  des  HDL 
3 lu s u r  l a  membrane 

p l a q u e t t a i r e  . 
Bien que c e t t e  é tude n e  s o i t  pas n o t r e  o b j e c t i f  p r i n c i p a l  nous avons 

essayé  de déterminer  s i  l a  dégrada t ion  de l a  NBD-PC e s t  due à une a c t i v a t i o n  

spéc i f ique  d e s  l i p a s e s  p l a q u e t t a i r e s  en réponse à l a  f i x a t i o n  des  HDL Pour 
8 3 ' 

c e l a  nous avons incubé 10 p l a q u e t t e s  2 heures  à 37OC ou à 4OC en présence 

s o i t  d e  v é s i c u l e s  de  NBD-PC contenant 150 pg d e  NBD-PC s o i t  de HDL f luo res -  
3  

c e n t e s  obtenues dans l e s  cond i t i ons  c l a s s iques .  

Après lavage des  c e l l u l e s ,  l e s  l i p i d e s  son t  e x t r a i t s  e t  chromatographiés 

s u r  couche mince dans un système so lvant  permettant  l a  mise en évidence des 

mé tabo l i t e s  de  l a  PC. Les r é s u l t a t s  i l l u s t r é s  f i g u r e  24 montrent que seu le  

l a  f i x a t i o n  des  HDL à 37'C e n t r a î n e  une dégradat ion de  l a  NBD-PC en NBD-DAG. 
3  

L ' incubat ion des  v é s i c u l e s  l i p i d i q u e s  à 4OC ou 37'C e s t  incapable de  promouvoir 

l ' a c t i o n  phospholipasique e t  l a  l i b é r a t i o n  de  DAG f luo rescen t .  



III - CONCLUSION 

Les r é s u l t a t s  nous ind iquent  qu 'après  l e u r  incubat ion  en présence des  

HDL f luo rescen te s ,  l e s  p l a q u e t t e s  deviennent f l u o r e s c e n t e s  à l e u r  t o u r .  3 

C e t t e  f luorescence  correspond à l a  f i x a t i o n  des  HDL3 
f l u  s u r  l e s  récep- 

t e u r s  membranaires à l ' i n s e r t i o n  de l a  bicouche l i p i d i q u e  de molécules de  

NBD-PC q u i  ont q u i t t é s  l e s  HDL3. 

Ces r é s u l t a t s  son t  en  accord avec d ' a u t r e s  r é s u l t a t s  indiquant  que l e s  

p l a q u e t t e s  humaines incorporent  l a  l é c i t h i n e  des  l i p o p r o t é i n e s  plasmatiques 

(BEREZIAT e t  c o l l . ,  1978, CHAMBAZ e t  c o l l . ,  1980, PLANTAVID e t  c o l l . ,  1982) 

e t  que l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  phospholipides dans 1 C i  membrane p l a q u e t t a i r e  est 

asymétrique e t  c a r a c t é r i s é e  par  l a  prédominance d e  l a  cho l ine  dans l e  f e u i l l e t  

ex t e rne  de  l a  membrane (PLANTAVID e t  c o l l . ,  1982). 

Nos r é s u l t a t s  ind iquent  que : 

- 50% de l a  f l uo rescence  n e - p e u t  ê t r e  déplacé  par  l ' h é p a r i n e  e t  

correspond à l a  f i x a t o n  des  HDL s u r  l a  membrane, 

- 20 à 30% ne peuvent ê t r e  r é t rocédés  et  correspondent aux l i p i d e s  

i n t e r n a l i s é s  e t / ou  f i x é s  dans l e  f e u i l l e t  i n t e r n e  d e  l a  membrane plasmique, 

- 30 à 20% sont  donc i n t é g r é s  dans l e  f e u i l l e t  ex terne .  

La NBD-PC peut être dégradée dans l a  membrane plasmique en NBD-DAG. 

I l  e s t  à n o t e r  que l a  présence du f luorophore  ne pe r tu rbe  pas  l a  phospholipase 

C (PAGAN0 e t  c o l l . ,  1981) et que c e s  phospholipases  membranaires jouent  un 

r ô l e  dans l a  dégradat ion d e  l a  phospha t idy l inos i to l  durant  l a  s t i m u l a t i o n  

p l a q u e t t a i r e  (ZUCKER e t  NACHMLAS, 1985).  I l  semble que l a  dégrada t ion  de  l a  

NBD-PC dans l a  membrane plasmique s o i t  une conséquence de l ' a c t i v a t i o n  d e  l a  

phospholipase C durant  l e s  phénomènes d e  f i x a t i o n  des  HDL s u r  l e s  membranes 
3 

p l a q u e t t a i r e s  . 
En e f f e t  l ' i n c u b a t i o n  des  v é s i c u l e s  l i p i d i q u e s  à 4OC ou 37OC e s t  inca-  

pable  de promouvoir l ' a c t i v i t é  phospholipasique, d e  même que l ' i n c u b a t i o n  

des  HDL à 4OC, b i en  qu'une f i x a t i o n  des  l i p o p r o t é i n e s  s o i t  e n r e g i s t r é e  à 

c e t t e  température.  De p l u s  l ' i n c u b a t i o n  en présence de  NH C l  20 mM n ' inh ibe  4 
pas l a  dégradat ion de l a  NBD-PC. 



RGURE 25 : DEVENIR DE LA NBD-PC APRES FIXATION DES HDL3 SUR LA 

MEMBRANE PLAQUETTAIRE. 
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Ains i  les p l aque t t e s  peuvent ê t r e  poten t ie l lement  modif iées  par  l ' a cqu i -  

s i t i o n  de p e t i t e s  q u a n t i t é s  de l i p i d e s  des  l i p o p r o t é i n e s  c i r c u l a n t e s .  S i  l a  

f i x a t i o n  des  HDL s u r  l e s  p l a q u e t t e s  i n d u i t  l a  l i b é r a t i o n  des  d ig lycé r ides  pa r  

l ' a c t i v a t i o n  de l a  phospholipase C ,  c e t t e  f i x a t i o n  peut a c t i v e r  dans un second 

temps l a  phospholipase A2 (DAWSON e t  c o l l . ,  1984, DAWSON e t  c o l l . ,  1985) con- 

duisant  à l a  généra t ion  de l ' a r a c h i d o n a t e  q u i  s e r t  de s u b s t r a t  à l a  pros ta -  

glandine e t  aux thromboxanes (BALLOU e t  CHEUNG, 1985).  De p l u s  l ' a c t i v i t é  de  l a  

phospholipase A2 e s t  r égu lée  par  l e  DAG e t  inh ibée  par l e s  l i p i d e s  contenant  de 

l a  chol ine  (DAWSON e t  c o l l . ,  1985). 

La dégrada t ion  de l a  NBD-PC peut ê t r e  i n t e r p r é t é e  de deux façons : 

- s o i t  comme é t a n t  l e  r é s u l t a t  d'une a c t i v a t i o n  p l a q u e t t a i r e  ap rè s  

f i x a t i o n  des  HDL s u r  des  r écep teu r s  d e  su r f ace ,  
3 

- s o i t  comme une r é a c t i o n  d e  p ro t ec t ion  c o n t r e  l 'accumulat ion de l a  

PC dans l a  membrane plasmique. 

Nous avons schématisé f i g u r e  25 l e s  évènements survenant dans l a  p l aque t t e  

ap rè s  f i x a t i o n  des  HDL3 'lu s u r  l e u r s  r écep teu r s  spéc i f iques .  

Les premiers  phénomènes q u i  a s su ren t  l e s  échanges l i p i d i q u e s  e n t r e  l ipo-  

p ro t é ines  e t  p l aque t t e s  sont  l e s  phénomènes d ' i n t e r n a l i s a t i o n  des HDL que nous 3 
avons m i s  en évidence grâce  à l ' u t i l i s a t i o n  des  HDL marquées à l ' o r - c o l l o l d a l  3  
(MARTIN-NIZARD e t  c o l l . ,  1987). Ces phénomènes d'endocytose sont  responsables  

en p a r t i e  d e  l a  péné t r a t ion  d e  l a  sonde f l u o r e s c e n t e  dans l e  cytoplasme p l a q u e t t a i r  

Un second phénomène consécut i f  à l a  f i x a t i o n  des  HDL donne l i e u  à des  
3 

échanges l i p i d i q u e s  avec l a  membrane plasmique. La NBD-PC i n t é g r é e  à l a  membrane 

'peut ê t r e  dégradce en NBD-DAG q u i  q u i t t e  l e  f e u i l l e t  ex terne ,  donnant na issance  

à un pool de l i p i d e s  non échangeables avec l e  mi l i eu  e x t r a c e l l u l a i r e  e t  que v i e n t  

g r o s s i r  l e s  l i p i d e s  i n t e r n a l i s é s  par  endocytose par  récepteur .  

En t o u t  é t a t  de cause c e t t e  é tude  s u r  l e s  i n t e r a c t i o n s  HDL 3 lu piaquet-  

t a i r e s  a permis de  v a l i d e r  n o t r e  modèle d e  vec t eu r  l i p i d i q u e  aux p r o p r i é t é s  

b io logiques  i n t a c t e s .  La présence de  l a  sonde f l u o r e s c e n t e  ne  pe r tu rbe  pas l a  

c a p a c i t é  de f i x a t i o n  des HDL3 s u r  l e s  r écep teu r s ,  n i  l e s  échanges l i p i d i q u e s  

avec une membrane, n i  l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques membranaires. Les H D L ~ ~ ~ ~  b ien  

que surchargées en  phospholipides conservent  t o u t e s  l e u r s  p r o p r i é t é s  e t  peuvent 

donc s e r v i r  de  vec t eu r s  d'AGPI dans l ' é t u d e  de  l a  B.H.E. i n  v ivo .  
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Notre sonde l i p i d i q u e  f l u o r e s c e n t e  mise au p o i n t ,  nous l ' avons  u t i l i s é e  

chez l ' an imal  pour s u i v r e  les échanges l i p i d i q u e s  au niveau de  l a  b a r r i è r e  

hémato-encéphalique. Nous avons c h o i s i  l e  r a t  dont l a  pér iode  de myé l in i sa t ion  

e s t  pos t -na ta le .  Ce t t e  myé l in i sa t ion  e s t  c o r r é l a t i v e  avec l a  n é c e s s i t é  d'un 

appor t  e x t é r i e u r  important en  l i p i d e s .  

1 - CAPTATION CEREBRALE DES SONDES LIPIDIQUES 

1.1 MISE EN EVIDENCE DE LA CAPTATION DES SONDES LIPIDIQUES 

Dans un premier temps nous avons i n j e c t é  par  v o i e  i n t r ave ineuse  à des  

r a t o n s  d 'âge v a r i a b l e  (20, 23 e t  30 j o u r s )  des  HDL3. Pour demeurer dans un 

système homologue nous avons u t i l i s é  des  HDL d e  r a t  préparées s e lon  l a  méthode 3 
d e  HAVEL e t  c o l l . ,  1955 ( f i c h e  technique 1 ) .  Des HDL ont  é t é  marquées à 1'1 125 

3 
s u r  l e s  apol ipopro té ines  ( f i c h e  technique 12) d ' a u t r e s ,  s u r  l e s  l i p i d e s  Par 

1' incorpora t ion  d e  sonde phospholipidique f l u o r e s c e n t e  ( f i c h e  technique 11) . 
Ces I ~ ~ ~ - H D L  e t  W L ~  

f l u  
3 o n t  é t é  i n j e c t é e s  à des  r a t o n s .  Chaque expérience 

s u r  l ' an imal  a  é t é  e f f e c t u é e  q u a t r e  f o i s  e t  chaque po in t  a é t é  t r i p l i q u é .  

Après 18 heures les animaux s o n t  s a c r i f i é s  e t  l e s  cerveaux pré levés  et homogé- 

n é i s é s .  La r a d i o a c t i v i t é  des  p r o t é i n e s  e t  l a  f l uo rescence  des  l i p i d e s  ont  é t é  

éva luées .  

Les r é s u l t a t s  sont  r e p o r t é s  tableauXIV.18 heures  a p r è s  l ' i n j e c t i o n ,  l e  

pourcentage d e  r a d i o a c t i v i t é  des  p r o t é i n e s  c é r é b r a l e s  e s t :  extrêmement f a i b l e ,  

a l o r s  que l ' i n d e x  de f luo rescence  des  l i p i d e s  a t t e i n t  6,5%. Ces r é s u l t a t s  

ind iquent  c la i rement  que 18 h ap rès  l ' i n j e c t i o n ,  s e u l e  l a  sonde f l u o r e s c e n t e  

pénè t r e  dans l e  cerveau. Il semble donc que l a  p a r t i e  l i p i d i q u e  passe l a  

B.H.E., t a n d i s  que l a  p a r t i e  p ro t é ique  des  HDL n e  l a  f r a n c h i t  pas. De p l u s  
3 

c e t t e  cap ta t ion  l i p i d i q u e  est p l u s  importante  v e r s  20 jou r s ,  c ' es t -à -d i re  

au  moment de  l a  pér iode de  myé l in i sa t ion  chez l e  ra t  ; p u i s  e l l e  d é c r o i t  à 

23 e t  30 jours .  L ' e f f i c a c i t é  de l a  c a p t a t i o n  c é r é b r a l e  v a r i e  en fonc t ion  de  

l ' â g e  d e  l ' an imal ,  e l l e  e s t  accrue  pendant l a  pér iode  de  myél in isa t ion .  



TABLEAU XIV : MISE EN EVIDENCE DE LA CAPTATION CEREBRALE DE LA 
SONDE LIPIDIQUE 

+ 

AGE DES RATS EN 1. 1 2 5 - 1 - ~ ~ ~ 3  HDL3 marquée à la NBD-PC 
au moment de l'injection en % 

20 0.02 2 0,002 6.15 2 0,03 

23 0,04 + 0,0025 1 ,O0 +_ 0,025 

30 0.03 + 0,002 0,75 2 0,03 

Les animaux d'age variable reçoivent par voie intraveineuse soit 0,l ml de HDL3 
radiomarquées (AS 180 cpm/ngde HDL3). soit 0,l ml de HDL3 fluorescentes contenant 
5,l pg de NBD-PC. 18 H. après injection les animaux sont sacrifiés, la radioactivité ainsi 
que la fluorescence intracérébrale sont quantifiés. 

FIGURE 26 : CAPTATION CEREBRALE DE LA NBD-PC CHEZ LE RAT 
DE 21 JOURS. 

O 4 8 12 1 6  20 
durée entre l'injection et le sacrifice en heures 

A intervalles de temps variables les animaux sont sacrifi6s. les lipides du cerveau sont 
extraits et dosés selon les protocoles décrits dans les fiches techniques 13 et 14. 



FIGURE 27 : INFLUENCE DE LA NATURE DU TRANSPORTEUR DE NBD-PC SUR 
LA CAPTATION CEREBRALE CHEZ LE RAT EN PERIODE DE MYELINISATION . 

SAB 

x HDL3 (a) 

age en jours 

liposomes : 4.4 pg NBD-PC/O,lml de solution injectée 
SAB 9,l  pg NBD-PC/D,lml de solution injectée 
HDL3(a) 18.1 pg NBD-PC/O,lml de solution injectée 

HDL3(b) 3.1 pg NBD-PC/O,lml de solution injectée 

0,l ml de chacune de ces solutions est injectée à des animaux d'agcs variables. 
Après 18 H. Ics animaux sont sacrifiés, les lipides du centeau sont extraits et dosés 
sclon les protocolcs décrits dans les fiches techniques 13 et 14. 



1.2 INFLUENCE DU TEMPS DE PERSISTANCE DANS LA CIRCULATION 

Nous avons é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  de l a  durée de  p e r s i s t a n c e  de  l a  sonde 

dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine s u r  l ' i n d e x  de c a p t a t i o n  c é r é b r a l e .  

Nous avons i n j e c t é  par  v o i e  i n t r ave ineuse  0 , l  m l  d e  HDL 
3 
'lu contenant 

150 pg d e  NBD-PC/ml à de jeunes r a t s  de 21 jou r s .  Le temps e n t r e  l ' i n j e c t i o n  

e t  l e  s a c r i f i c e  de  l ' a n i m a l v a r i e  de  O à 18 heures .  Chaque poin t  a  é t é  e f f e c t u é  

en 5 exemplaires .  Les r é s u l t a t s  p ré sen té s  f i g u r e  26 ind iquent  que l a  cap ta t ion  

c é r é b r a l e  d e  l a  sonde f luo rescen te  augmente en fonc t ion  du temps, de présence 

de l a  sonde dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine pour a t t e i n d r e  un p l a t eau  v e r s  10 

heures .  

1 . 3  INFLUENCE DE LA NATURE DU TRANSPORTEUR 

Nous avons cherché à m e t t r e  en  évidence une c e r t a i n e  s p é c i f i c i t é  du vec- 

t e u r  l i p i d i q u e  dans l a  cap ta t ion  c é r é b r a l e  d e s  sondes f l u o r e s c e n t e s .  Nous avons 

donc i n j e c t é  à des  r a t o n s  d ' âge  v a r i a b l e  (17 à 30 jou r s )  des  liposomes de NBD-PC 

( 4 , 4  pg N B D - P C / O , ~  ml) ,  de l a  sérum albumine chargée en  NBD-PC ( 9 , l  pg NBD-PC/ 

0 , l  ml) e t  d e s  HûL3 'lu (18 Pg NBD-PC/O, 1 m l  e t  3 , l  p g  NBD-PC/O ,1 ml) . Après 

18 heures  l e s  animaux sont  s a c r i f i é s  e t  l a  f luorescence  des  l i p i d e s  cérébraux 

est  mesurée. Chaque point  correspond à l a  moyenne de  5 expér iences  séparées.  Les 

r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  f i g u r e  27. 

D'une manière généra le  l e s  t r o i s  v e c t e u r s  de  NBD-PC (liposome, sérum albu-  

mine e t  HDL ) peuvent échanger l e u r s  l i p i d e s  au niveau de  l a  B.H.E. Toutefo is  3 
l a  sérum albumine s ' avè re  ê t r e  l e  vec t eu r  l e  moins opéra t ionnel  au niveau de  

l a  B.H.E. Le maximum d'échange e n t r e  l a  sérum albumine e t  l e  cerveau s e  s i t u e  

dans l a  pér iode  de myél in isa t ion  v e r s  20-21 jou r s .  

Un p r o f i l  analogue e s t  obtenu pour l e s  liposomes vec t eu r s  l i p i d i q u e s  

e f f i c a c e s  m a i s  pas physiologiques. 
f l u  

Les r é s u l t a t s  les p l u s  surprenants  ont  é t é  obtenus avec l e s  HDL . Lors- 
£ l u  

3 
que l a  charge l i p i d i q u e  n'excède pas  3 , 1 ~ g / m l ,  l e s  HDL 3 t r a n s f è r e n t  t r è s  

eff icacement  l e u r  phosphat idylchol ine aux t i s s u s  cérébraux. Ce t r a n s f e r t  e s t  



TABLEAU XV : MODIFICATION DES HDL3 EN FONCTION DU TAUX DE NBD-PC 

APPORTE PAR LES BILLES RECOUVERTES. 

Le taux de NBD-PC contenu dans les HDL3 varie en fonction de la quantité de NBD-PC 
transférée des billes dc verre vers les lipoprotéines selon le protocole décrit fiche 
technique 11. 
Les différentes fractions ainsi obtenues seront ensuites purifiées (figure 2.7) puis 
injectées à des animaux d'age variable (figure 28). 

FRACTIONS PC:HDL3/NBD-PC:VESICULE NBD-PC DI AhETRE 

P ~ ~ P S  de HDL3 nm 

A 6: 1 4,4 12.3 

B 3: 1 10.46 12.7 

C 3:2 20.12 13,4 

D 1:l 28,69 13.7 

E 3:4 34.80 14.2 

F 1 :2 41,02 14.6 8 

r 



FIGURE 28 : COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DES HDL3 
FLUORESCENTES. 

FPLC - colonne de superose 6B 

Tampon d'elution : NaCl 0,lSM; NaN03 0.02%; EDTA O,O1% pH 7.2 

........................ ........ ...........:::: 
diamètre des HDL3 cn ................................. ............... ................ ....., ........... ........ .......................... ..:.:.;.:... 

........ A 12.3 nm- .................... .:':. ;.. .'.'.'.: .. ........ ......... .................... 
............... ...... B 12.7 nm. . ................ ::;....~:::.~ .................... .................... C 13.2 nm. .................. .............::.. 

..................... ......... D 13,7 nm- .................... ............. ......_.. .... ............. E 14.2 nm. .......... 



i n t ense  en pér iode  de  myé l in i sa t ion ,  e t  analogue à c e l u i  de l a  sérum albumine. 

Le maximum e s t  a t t e i n t  v e r s  l e  24-25ème j o u r s .  Lorsque l a  charge en NBD-PC est 

6  f o i s  p l u s  grande ( C 180 pg/ml) l e s  HDL3 'lu cèdent des  q u a n t i t é s  t r è s  f a i -  

b l e s  de l i p i d e s  au cerveau. 

Il semble donc que l ' i n t e n s i t é  des  échanges l i p i d i q u e s  e n t r e  HDL e t  
3  

cerveau ne  s o i t  pas p ropor t ionne l l e  à l a  q u a n t i t é  des  l i p i d e s  véh icu lé s  par  

l e s  l i p o p r o t é i n e s .  Une c e r t a i n e  i n h i b i t i o n  de l a  cap ta t ion  c é r é b r a l e  des  l i p i d e s  

p o u r r a i t  ê t r e  l a  conséquence de l a  surcharge  en NBD-PC des  HDL q u i  masquerait  
3  

l e s  zones f o n c t i o n n e l l e s  de l a  p a r t i c u l e  l i popro té in ique ,  e t  en p a r t i c u l i e r  

c e l l e s  des  apo l ipopro té ines  impliquées dans l e s  i n t e r a c t i o n s  HDL-cellules. 

II - EBAUCHE D'UN MECANISME D'ECHANGES 

Nous avons donc essayé  de  met te  en  évidence l ' importance d e  l a  charge et 

donc de  l a  t a i l l e  des  HDL3 dans l e s  phénomènes de  c a p t a t i o n  chez l e  r a t .  

Nous avons chargé différemment l e s  HDL en  l e s  incubants  avec d e s  q u a n t i t é s  
3 

c r o i s s a n t e s  de liposomes s u r  support  s o l i d e  ( f i c h e  technique I l ) ,  de façon à 

r e s p e c t e r  l e s  r a p p o r t s  PC-HDL /NBD-PC liposomes ind iqués  t ab l eau  XV. Après 
f l u  3 

incubat ion ,  l e s  HDL 
3  sont  p u r i f i é e s  s u r  colonne de  Superose 6 B ( f i c h e  

technique 2 ) .  Le taux  de NBD-PC incorporé  dans chaque f r a c t i o n  d e  HDL f l u  a 
3 

é t é  évalué ( t ab l eau  XV), e t  il augmente en  fonc t ion  de l a  concen t r a t ion  en 

liposomes s u r  support  s o l i d e  m i s e  dans dans l e  mi l ieu  d ' incubat ion .  

Lors de  l a  p u r i f i c a t i o n  des  HDL3 lu par  g e l  f i l t r a t i o n ,  une modi f ica t ion  

du p r o f i l  d ' é l u t i o n  e s t  progressivement apparue ( f i g u r e  28) t r a d u i s a n t  une 

augmentation de l a  t a i l l e  de  c e s  HDL Le diamètre  des  p a r t i c u l e s  passe de  12 ,3  nm 3 ' 
à 14,6 nm (FORTE e t  c o l l . ,  1985) comme l ' i n d i q u e  l ' é v a l u a t i o n  en microscopie 

é l ec t ron ique  ( f i c h e  technique 6) .  

Chacune des  f r a c t i o n s  e s t  i n j e c t é e  à des  r a t s  d 'âge  v a r i a b l e ,  chaque expé- 

r i e n c e  a  é t é  r é p é t é e  5 f o i s .  

Les r é s u l t a t s  p ré sen té s  f igure29A indiquent  que l e  pourcentage de capta-  

t i o n  c é r é b r a l e  e s t  d ' au tan t  p l u s  grand que l e  diamètre  des  HDL est p e t i t ,  3 
e t  donc que l a  charge en NBD-PC s e  rapproche de l a  charge normale. , 
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FIGURE 29 : INFLUENCE DE LA TAILLE DES HDL3 SUR LA CAPTATION 

CEREBRALE CHEZ LE RAT EN PERIODE DE MYELINISATION. 

A : VARIATION EN FONCTION DE L'AGE DE L'ANIMAL. 

1 6  18  2 0  22 24 26 28 3 0  
age en jours - 

B : VARIATION EN FONCïION DE LA TAILLES DES HDL3 CHEZ UN ANIMAL DE 20 1. 

taille des fractions 

0,lml de solution de HDL3 dont les proportions sont dkfinies tableau XV sont injectés à 
des rats d'ages variables. Après 18 H. les animaux sont sacrifiés, les lipides du cerveau 
sont extraits et dosés selon les protocoles dCcrits dans lcs fiches tcchniques 13 et 14. 



Au maximum de myé l in i sa t ion  19-20 jou r s ,  l ' é v o l u t i o n  du pourcentage d e  

c a p t a t i o n  c é r é b r a l e  de l a  sonde NBD-PC en fonc t ion  de l a  t a i l l e  e t  de l a  charge 

des  HDL ( f i g u r e  29B) ind ique  clairement  que l e s  échanges l i p i d i q u e s  sont 
3 

dans c e r t a i n e s  l i m i t e s  condi t ionnés  par  l e  taux  de  phospholipides c i r c u l a n t s ,  

q u ' i l s  sont  s a t u r a b l e s ,  e t  même inh ibés  pour des  charges  importantes  en NBD-PC. 

Un simple phénomène de d i f f u s i o n  des  l i p i d e s  du sang v e r s  l a  B.H.E. ne  peut  

ê t r e  invoqué. 

I l  appa ra î t  en f i l igramme une ébauche de mécanisme. La conformation d e s  

HDL est importante dans les processus d'échanges. La surcharge  l i p i d i q u e  d e s  
3 

HDL modif ie  l ' a c c e s s i b i l i t é  des  ép i topes  des  apo l ipopro té ines  responsables  
3 

des  i n t e r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  e t  des  phénomènes d e  f i x a t i o n  s u r  les r é c e p t e u r s  

membranaires. I l  semble donc qu'une i n t e r a c t i o n  s p é c i f i q u e  des  HDL avec les 
3 

c e l l u l e s  de  l a  B.H.E. s o i t  i nd i spensab le  dans l e s  mécanismes d'échanges. 

L'endocytose par  r écep teu r  des  HDL ne  semble pas ê t r e  l e  mécanisme 3 
q u i  amène l e s  l i p i d e s  aux c e l l u l e s  c é r é b r a l e s ,  puisque aucune apo l ipopro té ine '  

marquée à 1 ' 1 ' ~ ~  ne  pénèt re  dans l e  cerveau. Ce q u i  semble compatible avec 

l e  fonctionnement de l a  B.H.E. 

S i  une c e r t a i n e  p r o p o r t i o n n a l i t é  e n t r e  l e  t aux  de  PC c i r c u l a n t  e t  l ' i n d e x  

de  c a p t a t i o n  e s t  mise en évidence,  il ne  semble pas que l a  d i f f u s i o n  simple 

des  l i p i d e s  au niveau de l a  B.H.E. s o i t  l e  mécanisme q u i  amène l e s  ac ides  

g r a s  LU cerveau. 

III - CONCLUSIONS 

L ' u t i l i s a t i o n  de  HDL por t an t  une sonde f l u o r e s c e n t e  de NBD-PC nous a 3 
permis d e m e t t r e e n  évidence l e  r ô l e  des  HDL dans l 'approvisionnement l i p i d i q u e  3 
c é r é b r a l .  L a  no t ion  d'une i n t e r a c t i o n  spéc i f ique  des  HDL avec l e s  c e l l u l e s  

3 
d e  l a  b a r r i è r e  hémato-encéphalique semble s e  dégager.  

.Avant de cont inuer  p l u s  avant l ' é t u d e  des  mécanismes de c a p t a t i o n  d e s  

a c i d e s  g ra s  au niveau de l a  B.H.E., il nous a  semblé pr imordia l  d e  rechercher  

l ' e x i s t e n c e  de récepteurs  s p é c i f i q u e s  pour l e s  HDL s u r  l e s  membranes de c e l -  3 
l u l e s  endo thé l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  cérébraux.  En e f f e t  e x i s t e - t - i l  un récep- 

t e u r  s p é c i f i q u e  des  HDL au niveau de l a  B.H.E. s i m i l a i r e  à c e l u i  e x i s t a n t  
3 

s u r  d ' a u t r e s  types c e l l u l a i r e s  ? 



La mise au  po in t  de c u l t u r e s  de c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  

cérébraux de boeufs  (MERESSE e t  c o l l . ,  1989) au S e r l i a ,  nous a  permis l ' é t u d e  

des i n t e r a c t i o n s  HDL - c e l l u l e s  de  l a  B.H.E. 
3 
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Avant d 'aborder  l ' a s p e c t  c e l l u l a i r e  d e  l a  B.H.E. nous avons voulu v é r i -  

f i e r  l a  v a l i d i t é  du concept d'une p a r t  s u r  un organe i s o l é  e t  p l u s  précisément 

s u r  c a p i l l a i r e s  et  membranes de  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s .  

1 - MISE EN EVIDENCE DE SITES DE FIXATION SPECIFIQUES AUX HDL3 SUR LA B.H.E. 

1.1 MISE EN EVIDENCE SUR CERVEAUX ISOLES 

Les cerveaux d e  boeuf son t  p ré l evés  immédiatement ap rè s  l ' a b a t t a g e  e t  

t r a n s p o r t é s  à 4 O C .  L ' a r t è r e  c é r é b r a l e  a n t é r i e u r e  q u i t t a n t  l e  c e r c l e  de  W i l l i s  

e s t  c a t h é t é r i s é e  et  l ' a r b r e  v a s c u l a i r e  c é r é b r a l  est l a v é  par  2  f o i s  10 m l  

d e  DMEM, pH : 7,2, contenant 10 mM dlHépès e t  0 ,2% de BSA. Para l lè lement  l e s  

HDL dépourvues d'apo E son t  préparées à p a r t i r  d 'un  pool d e  plasma bovin 3 
par  une technique d e  c e n t r i f u g a t i o n  ( f i c h e s  techniques 1 e t  8 )  ; e l l e s  s o n t  

e n s u i t e  marquées à l ' i o d e  125 ( I ~ ~ ~ - H D L  ) se lon  l a  méthode de  BILHEMER e t  c o l l . ,  
3 

1972) ( f i c h e  technique 12) .  

Après i n j e c t i o n  de HDL marquées à 1 .1 '~~  (100 pg/ml, 370 cpm/ng), incu- 
3  

ba t ion  1 heure à 4OC e t  lavages  par  2  f o i s  10  m l  de  DMEM + 0,2% de  BSA, l e s  

c a p i l f a i r e s  cérébraux sont i s o l é s  ( f i c h e  technique 18) e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  y 

e s t  mesurée . 
La f i x a t i o n  non spéc i f ique  e s t  déterminée par  i n j e c t i o n  de 1125-HD~ 

3  
(100 pg/ml) en présence d'un excès de  HDL non marquées (2 mg/ml). Les r é s u l t a t s  

125 3 
exprimés en ng de  1 -HDL f i x é e s  par  mg de p r o t é i n e s  ( f i g u r e  30) sont  l a  

3  
moyenne d e  t r o i s  expériences séparées .  

Après 1 heure  d ' incubat ion  l a  f i x a t i o n  spéc i f ique  a a t t e i n t  son maximum. 
125 E l l e  est de  1,15 ng de  1 -M>L /mg de  p r o t é i n e s  pour l'homogénat t o t a l ,  d e  0,02 

3 
pour l a  f r a c t i o n  contenant  pr incipalement  l e s  a r t é r i o l e s  e t  de 1 ,26  pour l a  

f r a c t i o n  correspondant aux c a p i l l a i r e s  cérébraux p u r i f i é s .  Les HDL r a d i o a c t i v e s  
3  

s e  f i x e n t  donc spécifiquement s u r  l e s  c a p i l l a i r e s  cérébraux,  probablement s u r  

l e u r  f a c e  luminale.  La f a i b l e  f i x a t i o n  s u r  l e s  a r t é r i o l e s  e t  v e i n u l e s  e s t  
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FIGURE 30 : FIXATION DES HDL3 SUR CERVEAU ISOLE DE BOEUF. 

H fixation totale 
f ixation non-spécifique 

A : HOMOGENAT 
B : ARTERIOLES 
C : CAPILLAIRES 

d i f f é r e n t s  e x t r a i t s  c e rv i caux  

FIGURE 31 : FIXATION DES HDL3 SUR CAPILLAIRES' ISOLES. 

fixation 

fixation 

totale 

non-spécifique 

O 50 1 O 0  150 
1-125-HDL3 pg/ml de m i l i e u  



certainement  due à une contamination par  du m a t é r i e l  non v a s c u l a i r e .  L'homo- 

génat  quant à l u i  d o i t  cer tainement  s a  f o r t e  a f f i n i t é  à l a  présence des  me - 
ninges  e t  des  a s t r o c y t e s  (PITAS e t  c o l l . ,  1987).  

1 .2  MISE EN EVIDENCE SUR CAPILLAIRES ISOLES 

Afin de  v é r i f i e r  l ' e x i s t e n c e  d'une f i x a t i o n  spéc i f ique  des  HDLj s u r  les 

c a p i l l a i r e s  cérébraux,  nous avons recherché l ' e x i s t e n c e  d e  s i t e s  de  haute  a f -  

f i n i t é  s u r  des  p répa ra t ions  de c a p i l l a i r e s  i s o l é s .  

Les c a p i l l a i r e s  cérébraux  sont  i s o l é s  par  l a  méthode d e  BRENDEL e t  c o l l . ,  

1974 modif iée.  Le co r t ex  c é r é b r a l  e s t  homogénéisé mécaniquement e t  f i l t r é  

s u r  t o i l e  d e  b l u t e r  dont l e s  m a i l l e s  par fa i tement  c a l i b r é e s  permettent dans 

un premier temps d 'é l iminer  a r t é r i o l e s  et v e i n u l e s  (ma i l l e s  d e  180 micromètres) 

p u i s  dans un second temps d e  c o l l e c t e r  l e s  c a p i l l a i r e s  (ma i l l e s  de  60 micro- 

mèt res ) .  

Les c a p i l l a i r e s  sont  incubés en présence de  concent ra t ions  v a r i a b l e s  en 

I'~'-HDL~ , add i t  ionnées ( f i x a t i o n  non spéc i f ique )  ou non ( f i x a t i o n  f o t a l e )  d  'un 

l a r g e  excès de  HDL3 non r a d i o a c t i v e s .  

Après incubat ion  2 heures  à 4°C sous a g i t a t i o n ,  l e s  c a p i l l a i r e s  sont  l a v é s  

et l a  r a d i o a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  e s t  mesurée. Chaque po in t  est e f f e c t u é  en t r i p l e  

e t  l ' expé r i ence  r é p é t é e  t r o i s  f o i s .  Les r é s u l t a t s  son t  r e p o r t é s  f i g u r e  31. 

Les HDL radiomarquées s e  f i x e n t  spécif iquement  m a i s  de  façon non sa tu -  3 
r a b l e  s u r  les c a p i l l a i r e s  i s o l é s .  

c e t t e  f i x a t i o n  n ' e s t  probablement pas l e  r e f l e t  de  c e  q u i  s e  passe  s u r  l a  

membrane luminale  dont l ' a c c e s s i b i l i t é  r e s t e  t r è s  f a i b l e .  En e f f e t  l e  d iamèt re  

d e s  c a p i l l a i r e s  est t r è s  é t r o i t  e t  d ' a u t r e  p a r t  l a  présence d 'hématies  e t  de  

co l l apsus  bloquent l ' a c c è s  aux membranes luminales  dans l e s  expériences s u r  

c a p i l l a i r e s  i s o l é s .  

C 'est  donc pr incipalement  l a  f a c e  an t i l umina le  comprenant l a  lame b a s a l e  

m a i s  a u s s i  l e s  p é r i c y t e s  e t  les pieds d l a s t r o c y t e s  r é s i d u e l s  q u i  a s su re ron t  l a  

f i x a t i o n  des  HDL3 r a d i o a c t i v e s .  





Cet t e  expérience ne  permet pas d ' i n f i r m e r  ou de  confirmer l ' e x i s t e n c e  

d'une f i x a t i o n  s p é c i f i q u e  e t  s a t u r a b l e  s u r  l a  membrane luminale mise en évi-  

dence su r  cerveaux i s o l é s .  Nous avons donc i s o l é  l e s  membranes e n d o t h é l i a l e s  

et basa l e s  e t  recherché su r  ces  deux f r a c t i o n s  l a  présence é v e n t u e l l e  de 

s i t e s  r écep teu r s  pour l e s  HDL 
3 ' 

1.3 ETUDE SUR MEMBRANES ISOLEES 

Les membranes endo thé l i a l e s  sont  s épa rées  de l a  membrane b a s a l e  par l a  

méthode de LIDINSKI e t  c o l l . ,  1983 ( f i c h e  technique  2 6 ) .  Les c e l l u l e s  endothé- 

l i a l e s  des  c a p i l l a i r e s  i s o l é s  son t  soumises à un choc hypotonique et soniquées,  

p u i s  l e s  membranes endo thé l i a l e s  e t  àn t i l umina le s  sont  séparées  pa r  c e n t r i f u g a t i o n .  

1 .3.1 Mise e n  évidence de "récePt e u r ç  s u r  l e s  membranes e n d o t h é l i a l e s  ............................................................. 

Les membranes e n d o t h é l i a l e s  e t  b a s a l e s  sont  incubées en présence de con- 

c e n t r a t i o n s  de I ' ~ ~ - H D L ~ .  La f i x a t i o n  non s p é c i f i q u e  e s t  déterminée par l ' a d -  

d i t  ion  d'un l a r g e  excès de  HDL non marquées (X 20) . Après incubat ion  1 heure  
3  

à 4OC l e s  membranes son t  lavées  par  f i l t r a t i o n  s u r  membrane de t y p e  GV (mil- 

l i p o r e )  ( f i c h e  technique  31).  La r a d i o a c t i v i t é  e s t  a l o r s  mesurée. Les résu l -  

t a t s  p ré sen té s  f i g u r e  32 sont  l a  moyenne d e  t r o i s  expériences et montrent une 

f i x a t i o n  spéc i f ique  et s a t u r a b l e  s u r  des  membranes endo thé l i a l e s .  La va leur  

du Kd v a r i e  de  5 à 10 pg/ml avec une v a l e u r  moyenne 7  pg/ml, à l a q u e l l e  cor- 

respond un B max de  470 ng de HDL/mg de p r o t é i n e  c e l l u l a i r e .  

L 'analyse se lon  SCATCHARD des  courbes d e  f i x a t i o n  des  HDL s u r  l e s  mem- 
3  

branes endo thé l i a l e s  met en évidence l ' e x i s t e n c e  d'une s e u l e  c l a s s e  de  s i t e s  

pour l e s  HDL3. 

Aucune l i a i s o n  de  type  s a t u r a b l e  n ' e s t  mise en évidence au niveau des  

f r a c t i o n s  de membranes an t i luminales .  

Afin de  déterminer  s i  l e  s i t e  de f i x a t i o n  présent  s u r  l e s  membranes endo- 

t h é l i a l e s  e s t  s p é c i f i q u e  au HDL nous avons e f f e c t u é  des  expériences de compé- 
3  ' 

t i t i o n s  par  "Ligand Blo t t ing"  s e l o n  l a  méthode de GRAHAM e t  ORAM,. 1987 ( f i c h e  

technique 33) .  



FIGURE 33 : DETERMINATION DE LA SPECIFICITE DE FIXATION DES HDL3 

SUR LES MEMBRANES ENDOTHELALES ET ANTILUMINALES PAR 
AUTORADIOGRAPHIE. 

1 : 125-1- HDL3 (30pglrnl) 
2 : ~ ~ S - I - H D L ~  (30pglml) + HDL3 non marquées (600pglml) 
3 : 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ 3  (30pglml) +LDL non marquées (600pglml) 
4 : ~ ~ S - I - H D L ~  (30pg/ml) +LDL non marquées méthylées (600pgIml) 

A : membranes endothéliales. 
B : membranes antiluminales ou basales. 
C : membrancs endothéliales trypsinisées. 
D : membranes antiluminales ou basales trypsinisées. 

30 p g  d'extraits rnembranaires sont déposés sur nitrate de  cellulose pour être ensuite 
incubés en présence des fractions 1.2.3 ou 4 et  ensuite autoradiographiés selon le 
protocole décrit fiche technique 33. 



1.3.2 S p é c i f i c i t é  des  r écep teu r s  .......................... 

Afin de  démontrer l a  n a t u r e  p ro t é ique  des  s i t e s  d e  f i x a t i o n  des  HDL 
3  ' 

nous avons préparé comme précédemment des  membranes e n d o t h é l i a l e s  ou basa l e s ,  

e t  une f r a c t i o n  a l i q u o t e  e s t  soumise à un t r a i t emen t  p ro t éo ly t ique  par  l a  

t ryps ine .  

La p ro t éo lyse  des  membranes endo thé l i a l e s  ou b a s a l e s  s e  déroule  en 

présence d e  t r y p s i n e  et d'EDTA ( l e s  concent ra t ions  f i n a l e s  r e s p e c t i v e s  sont  

d e  0'025% e t  0,017, P/V) pendant 1 5  minutes à 37'C. La p ro t éo lyse  e s t  s toppée 

par  a d d i t i o n  de  calcium (concent ra t ion  f i n a l e  50 nM). 

Des a l i q u o t s  de  p répa ra t ions  membranaires t r y p s i n i s é e s  ou non correspon- 

dant  à 30 pg de p ro t é ines  sont  déposées s u r  une f e u i l l e  d e  n i t r o c e l l u l o s e .  

Après s a t u r a t i o n  l e s  bandes d e  n i t r o c e l l u l o s e  sont  incubées en présence de : 
, . 

(1) I ~ ~ ~ - H D L ~ ,  ( 2 )  I ~ ~ ~ - H D L  e t  HDL non marquées en excès ,  (3) I ~ ~ ~ - H D L  
3  12  5  3 

e t  LDL non marquées en excès,  (4)  1 -HDL e t  LDL méthylées en excès ( f i c h e  3 
technique 7 ) .  Les r é s u l t a t s  obtenus a p r è s  au toradiographie  sont  r ep ré sen té s  

f i g u r e  33. 

Ils confirment d'abord l e s  r é s u l t a t s  précédents  dans l e  sens  ou l e s  mem- 

branes an t i l umina le s  possèdent peu ou pas de s i t e s  de  f i x a t i o n  pour l e s  HDL 
3  ' 

D e  p l u s  l e s  membranes t r y p s i n i s é e s  ont  perdu l e u r  c a p a c i t é  à f i x e r  l e s  

l i p o p r o t é i n e s  indiquant  que l e s  s i t e s  de  f i x a t i o n  son t  d e  na tu re  pro té ique .  

Ces s i t e s  sont  s p é c i f i q u e s  des  HDL p u i s q u e - n i  les LDL, n i  l e s  LDL 
3  ' 

méthylées e n t r e n t  en compéti t ion avec l e s  HDL pour l ' occupa t ion  des s i t e s  de  3 
f i x a t i o n  des  HDL3. 

1.4 CONCLUSION 

Il e x i s t e  donc b ien  au niveau d e  l a  B.H.E. des  s i t e s  d e  l i a i s o n  d e  hau te  

a f f i n i t é ,  s a t u r a b l e s ,  s p é c i f i q u e s  pour l e s  HDL Ces s i t e s  sont  d i f f é r e n t s  des  3  ' 
r écep teu r s  B.E. des  LDL e t  des  r écep teu r s  de  type  "scavenger" des  LDL modif iées .  

Ces s i t e s  son t  l o c a l i s é s  s u r  l e s  membranes luminales  des  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  

d e  c a p i l l a i r e s  cérébraux.  

. Quel e s t  l e  r ô l e  d e  c e  "récepteur"  au niveau d e  l a  b a r r i è r e  hémato-encé- 

phal ique ? e t  comment approvisionne-t-il l e s  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  en l i p i d e s  ? 



Pour t e n t e r  de répondre à ces  ques t ions  nous avons u t i l i s é  un modèle 

d e  c u l t u r e s  de c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  cérébraux bovins ou 

BBCE (Bovine Brain Cap i l l a ry  Endothe l ia l  C e l l s ) .  C e t t e  c u l t u r e  mise au po in t  

par  MERESSE e t  c o l l .  en 1989 e s t  une c u l t u r e  à long terme sans  contamination 

par  l e s  pé r i cy t e s .  Les c e l l u l e s ,  même a p r è s  un grand nombre d e  géné ra t ions  

gardent  t o u t e s  l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  et d e  c e l l u l e s  

de l a  B.H.E. ( f a c t e u r  V I I I ,  enzyme d e  conversion d e  l ' a n g i o t e n s i n e ,  s u r f a c e  

non thrombogénique et s u r t o u t  présence de  jonc t ions  s e r r é e s )  . 
Le pro tocole  d e  mise en c u l t u r e  est p ré sen té  f i c h e s  techniques 18 à 25. 

II - MISE EN EUIDENCE DE RECEPTEURS A I .  AIT SUR LES BBCE 

Nous avons dans un premier temps v é r i f i é  que les BBCE en c u l t u r e  exp r i -  

ment un s i t e  de f i x a t i o n  pour l e s  HDL e t  que s e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  biochimiques 
3  

sont  i den t iques  à c e l l e s  des  "récepteurs"  que nous avons i d e n t i f i é e s  in v ivo .  

Nous avons comparé dans de  nombreux c a s  n o t r e  modèle c e l l u l a i r e  à 

c e l u i  d e s  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  d ' a o r t e s  bovines ou ABAE p l u s  largement 

é tud ié .  

11.1 MISE EN EVIDENCE DE SITES DE FIXATION DES ?DL3 SUR BBCE 

Le pro tocole  d ' é tude  d e  l a  f i x a t i o n  des  HDL3 s u r  des  BBCE en c u l t u r e  est 

p ré sen té  f i c h e  technique 30. 

C e s  é tudes son t  r é a l i s é e s  à p a r t i r  de  BBCE subconfluentes  préincubées 

pendant 36 heures dans un m i l i e u  dans l e q u e l  l e  sérum d e  veau e s t  remplacé 

par  0,2% de sérum albumine. Les c e l l u l e s  c u l t i v é e s  en b o i t e s  d e  p é t r i  d e  35 mm 

son t  incubées 2 heures  à 4'C en  présence d e  concent ra t ions  c r o i s s a n t e s  de  

l i popro té ines  radiomarquées dans un mi l i eu  DMEM contenant  10 mM dlHépès d e  

pH 7,2. La f i x a t i o n  non s p é c i f i q u e  est déterminée par  l ' a d d i t i o n  d'un l a r g e  

excès d e  HDL non r a d i o a c t i v e s .  Les c e l l u l e s  sont  e n s u i t e  l avées  e t  l a  rad io-  
3  

a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  est mesurée. Chaque é tude  e s t  r é a l i s é e  t r o i s  f o i s ,  chaque 

poin t  en t r i p l e  exemplaire.  Les r é s u l t a t s  obtenus s u r  des  c u l t u r e s  de BBCE 

a p r è s  l e  6ème passage sont  r e p o r t é s  f i g u r e  34. 
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FIGURE 34 : FIXATION SPECIFIQUE DES HDL3 SUR BBCE . 

O 20  40 6 0  8 0  
pg 125-1-HDL3lmI de milieu 

FIGURE 35 : INFLUENCE DE L'ORIGINE DES HDL3. 

HDL3 humaines 

O 1 0  2 0  3 0  4 0  5 0  6 0  
pg 125-1-HDL3lml de milieu 

Ccs deux expériences ont été réalisées sur BBCE au 6ième passage. La fixation spécifique 
représente la fixation totale des 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ 3  à laquelle a été enlevée la fixation non spécifique 

( 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ 3  + 20 fois la conccntraiion en HDL3 non marquées). 



TABLEAU XVI : CARACTERISTIQUES DE LA FIXATION DES HDL3 A 4OC SUR 

BBCE EN FONCIlON DU NOMBRE DE PASSAGE. 

t 

PASSAGE FIXATION SATURABLE B max Kd 

1 + 200 14 

5 + 205 14 

6 + 200 - 14 

7 + 670 3 8  

8 

9 

1 O 
b d 

Ce tableau représente la moyenne de 3 e x p é r i c n c e s . ' d o n t  l e s  points ont 
tous été tripliqués, le coefficient de variation est inférieur à 10%. 



Un phénomène.de f i x a t i o n ,  s a t u r a b l e  e s t  d é t e c t é  s u r  l e s  BBCE, l e s  v a l e u r s  

du Kd sont  de  16 pg/ml e t  l e  B max d e  240 ng d e  p r o t é i n e  H D L ~ / ~ ~  d e  p r o t é i n e s  

c e l l u l a i r e s .  

11.1.1 Inf luence  du nombre d e  généra t ions  c e l l u l a i r e s  ............................................ 

Les é tudes  d e  f i x a t i o n  à 4°C ont  é t é  r é a l i s é e s  s u r  des BBCE subconf luentes  

du l e r  au 10ème passages ( P l  à P10). 

Nous avons r e p o r t é  tab leau  XVIles c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  l a  f i x a t i o n  des  

HDL s u r  l e s  BBCE en fonc t ion  du nombre de  passages.  3 

De P l  à P6, l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  f i x a t i o n  des  HDL s u r  l e s  BBCE ne  
3  

sont  pas  d i f f é r e n t e s  d e  c e l l e s  e n r e g i s t r é e s  s u r  l e s  membranes e n d o t h é l i a l e s  

d e  c a p i l l a i r e s  i s o l é s .  

A p a r t i r  du 7ème passage, les B max e t  Kd augmentent de  façon cons idé rab le  

t r a d u i s a n t  une diminut ion d e  l ' a f f i n i t é  des  s i t e s  de  l i a i s o n  pour l e s  HDL 3 ' 
Par  l a  s u i t e  nous n ' u t i l i s e r o n s  donc que des  c e l l u l e s  ayant  s u b i t  moins d e  

7  passages.  

TI.1.2 Importance d e  l ' o r i g i n e  des HDL : s p é c i f i c i t é  d 'espèce  -------------------------------3----------------------- 

Nous avons i s o l é  à l a  f o i s  des  HDL humaines e t  bovines,  dont l e s  d e n s i t é s  
3  

s e  s i t u e n t  e n t r e  1,12 e t  1 , 2 1  g/ml. 

Les c e l l u l e s  subconfluentes  au 6ème passage ou P6  sont  incubées en présence  

de  concent ra t  i ons  c r o i s s a n t  e s  d  ' I'~'-HDL humaines ou bovines.  La f i x a t i o n  non 
3  

s p é c i f i q u e  e s t  déterminée par  l ' a d d i t i o n  d'un l a r g e  excès de HDL non rad io-  3 
a c t i v e s  (20 f o i s   lus) . 

Les r é s u l t a t s  sont  i l l u s t r é s  f i g u r e  35 e t  montrent que l e s  HDL humaines 3  
et bovines s e  f i x e n t  de  façon s p é c i f i q u e  e t  s a t u r a b l e  s u r  l e s  BBCE en c u l t u r e ,  

avec des  Kd r e s p e c t i f s  d e  19 e t  d e  16 pg H D ~ ~ l m l .  

Les HDL humaines e t  bovines ont donc des  a f f i n i t é s  analogues pour l e  
3  

s i t e  d e  l i a i s o n  bovin ; avec t o u t e f o i s  une t r è s  l é g è r e  b a i s s e  d ' a f f i n i t é  pour 

l e s  HDL humaines. 3  



FIGURE 36 : INHIBITION COMPETITIVE DE LA FIXATION DES 
HDL3 SUR BBCE. 

i 1 1 I i 

O 1 O0 200 300 400 500 

lipoprotéines non marquées pglml de milieu 

25 p g  de 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ 3  entrent en compétition avec des quantités croissantes de HDL3. 
LpAI-AII. LPAI ou LDL non marquées pendant 2 H. à 4°C. 

FIGURE 37 : INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN CHOLESTEROL DU 
MILIEU DE CULTURE SUR LA FIXATION SPECIFIQUE DES HDL3 SUR BBCE. 

H C 25pglml 

LDL25pgIml 
LDL 50pglml 

30 milieux de culture 

Les BBCE subconfluentes sont préincubées en DMEM additionné de SAB 0,2%, SAB 0.2% 
+ cholestérol (C 25 pglml), SAB 0.2% + cholcstérol (C 50 pg/ml), LDL 25 pg/ml, LDL 50 

/ml ou LDL 100 pg/ml pour être ensuite incubées en présence de 30 pglml de 
y&-I-HDL3 ou de 30 pg/ml de 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ 3  avec un large excés de HDL3 non marquees 
(600 p g l m l ) .  



Par  l a  s u i t e ,  nous f e rons  appel  aux l i p o p r o t é i n e s  de  type  Lp A I  ou 

Lp A I ,  A I 1  humaines p l u s  fac i lement  p u r i f i a b l e s  pour c a r a c t é r i s e r  l e  s i t e  

d e  f i x a t i o n  par des  é tudes  d ' i n h i b i t i o n  compéti t ive.  En e f f e t  l e s  Lp AI-AII. 

sont  à l ' é t a t  de t r a c e s  dans l e  plasma bovin (CORDLE e t  c o l l . ,  1985). 

F II 

11 .2  PRESENCE D'UN RECEPTEUR SPECIFIQUE DES Lp A I  

L'ambiguité r e l e v é e  dans l a  l i t t é r a t u r e  concernant  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  

d e s  r écep teu r s  aux HDL nous a  conduit  à d é f i n i r  l e s  sites d e  l i a i s o n  pour l e s  

HDL des  BBCE par  des  é tudes  d ' i n h i b i t i o n  compét i t ive .  En e f f e t  l e s  HDL3 par  

l e u r  t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é  d 'apo E  peuvent s e  f i x e r  s u r  les r écep teu r s  B.E. d e s  

LDL. La présence d l a p o  A I  dans l e u r  molécule l e u r  permet d ' ê t r e  reconnues 

par  des r écep teu r s  A I ,  A I I ,  

Les Lp A I  e t  Lp A I ,  A I 1  on t  é t é  i s o l é e s  s e lon  l e s  méthodes d e  KOREN e t  

c o l l . ,  1987 e t  de Mc CONATHY et  c o l l . ,  1985 ( f i c h e  technique IO), à p a r t i r  d e  

plasma humain. Les LDL u t i l i s é e s  dans c e t t e  é tude  ont  également une o r i g i n e  

huma i n  e  . 
Afin de  déterminer  précisément l e  composant impliqué dans l a  f i x a t i o n  des  

des  HDL3, nous avons r é a l i s é  une expérience de compéti t ion e n t r e  des  HDL 3 rad io-  

marquées (25 pg/ml) et des  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de  LDL, Lp A I ,  Lp A I ,  A I 1  e t  

HDL non marquées ( f i g u r e  36) .  Les LDL n ' e n t r e n t  pas  en compéti t ion avec l e s  
3  

HDL pour l 'occupat ion  du s i te  d e  l i a i s o n ,  excluant  a i n s i  l a  p a r t i c i p a t i o n  3 
d'un r écep teu r  B.E. dans l e  phénomène de  f i x a t i o n  des  HDL3 au niveau d e  l a  B.H.E. 

Pa r  a i l l e u r s  50% d ' i n h i b i t i o n  e s t  obtenu pour 30 pg Lp A I / m l  d e  m i l i e u ,  

70  pg Lp A I ,  A I 1  e t  75 pg de  HDL3. 

Ces r é s u l t a t s  nous ind iquent  que l ' a p o l i p o p r o t é i n e  A I  possède une a f f i n i t é  

p a r t i c u l i è r e  pour l e s  s i t e s  d e  f i x a t i o n  des  HDL e t  que c ' e s t  probablement par  
3  

son in t e rméd ia i r e  que l e s  HDL s e  l i e n t  aux r écep teu r s  d e  su r f ace  des  BBCE. 
3  

L 'ob jec t i f  de c e t t e  é tude  e s t  de  déterminer  l a  r é g u l a t i o n  d e  l ' e x p r e s s i o n  

du s i t e  d e  f i x a t i o n  d e s  HDL3 par  l e  t aux  i n t r a c e l l u l a i r e  en c h o l e s t é r o l .  



Les BBCE subconfluentes  sont  préincubées en mi l i eu  DhIEM addi t ionné  

d e  : 

- BSA 0,2% 

- BSA 0,2% e t  c h o l e s t é r o l  l i b r e  en é thanol  25 yg/ml 

- BSA 0,2% e t  c h o l e s t é r o l  l i b r e  en é thanol  50 yg/ml 

- BSA 0,2% e t  LDL 25 pg/ml 

- BSA 0,2% e t  LDL 50 pg/ml 

- BSA 0,2% e t  LDL 75 pg/ml 

Les BBCE sont e n s u i t e  incubées 2 heures  à 4°C en  présence de  30 pg/ml 

d e  HDL bovines radiomarquées. 
3  

Les r é s u l t a t s  i l l u s t r é s  f i g u r e  37 montrent un accroissement de l a  

f i x a t i o n  d e s  HDL s u r  l e s  BBCE en fonc t ion  de l a  concent ra t ion  en LDL e t  choles -  
3  

t é r o l  l i b r e  présent  dans l e  mi l i eu  de  pré incubat ion .  

Nos r é s u l t a t s ~ c o n c o r d e n t  avec ceux d ' a u t r e s  é tudes  r écen te s  (ORAN e t  

c o l l . ,  1987, BRINTON e t  c o l l . ,  1985) q u i  indiquent  que l a  f i x a t i o n  des  HDL 

s u r  l a  s u r f a c e  des  c e l l u l e s  de  mammifères e s t  r égu lée  par  l a  charge en cho- 

l e s t é r o l  c e l l u l a i r e .  

III - FONCTIONNEMENT DU RECEPTEUR HDL3 DES BBCE 

Nous avons pu me t t r e  en évidence une f i x a t i o n  s p é c i f i q u e  des  HDL s u r  
3  

l e s  c e l l u l e s  d e  l a  B.H.E. i n  v ivo  et s u r  c e l l u l e s  endo thé l i a l e s  d e  c a p i l l a i r e s  

cérébraux. 

Les évènements .qu i  découlent  de  l a  f i x a t i o n  des  HDL su r  l e u r  s i t e  
3  

r écep teu r  v a r i e n t  d 'un type  c e l l u l a i r e  à un a u t r e ,  e t  il nous a  semblé i n t é -  

r e s s a n t  d e  l e s  p r é c i s e r  au niveau de l a  B.H.E. par  une é tude  des  phénomènes 

d ' i n t e r n a l i s a t  ion e t  de  dégradat ion.  

111.1 ABSENCE D'INTERNALISATION DES WL3 PAR LES BBCE 

125 
L ' i n t e r n a l i s a t i o n  des  1 -HDL bovines e s t  mesurée s u r  c u l t u r ~ s  de BBCE 3  

subconf luentes ,  préincubées 36 heuresen  DMEM contenant  0,2% de BSA. Les c e l l u l e s  

son t  incubées deux heures  à 4 ' C  en  présence de  I ' ~ ~ - H D L  (30fig/ml) .  Après l avage  
3  



FIGURE 38 : MISE EN EVIDENCE D'UNE LIAISON REVERSIBLE DES HDL3 

SUR BBCE. 

A : SANS COLCHICINE 

,O0 1 
2-F milieu 

temps d'incubation en mn. 

B : AVEC COLCHICINE 

milieu milieu 

résistant a la trypsine 
sensible à la trypsine 

I I I i 

O 20 40 60 80 

temps d'incubation en min. 

résistant a la trypsine 
sensible à la trypsine 

Après incubation 2 H à 4'C soit en présence de ~ S - I - H D L ~  (30 pglml) soit en 
présence de 1 2 5 . 1 . ~ ~ ~ ~  (30 pglml) + HDL3 non marquécs (600 pglml). les ccllules 
sont lavées et réincubées à 37°C en présence ou non de colchicine à 15pM pendant des 
durées croissantes. La radioactivité est  determinée dans chacun des trois 
compartiments selon le protocole décrit fiche technique 30. 



FIGURE 39 : INTERNALISATION SPECIFIQUE DES HDL3 PAR 

LES BBCE ET LES MRCS. 

BBCE MRCS 

30 pg de ~ ~ S - I - H D L ~  en présence ou non de HDL3 non marquécs sont incubécs 2 H. i 4°C. après 

lavage pour enlever l'excès de lipoprotéiiics non fixées, les ccllulcs sont réincubées à 37"c en 
milieu (+ ou- colchicine 15 PM). Après trypsinisation des cellulcs la radioactivité résiducllc est 
dbterminte et représente la quantité de 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ 3  intcrnaliséc. 



l e s  c e l l u l e s  sont  r ep l acées  à 37'C en présence ou non de c o l c h i c i n e  à 15 pl. 

A i n t e r v a l l e  de temps r é g u l i e r  l a  r a d i o a c t i v i t é  s e r a  mesurée dans t r o i s  com- 

par t iments  : dans l e  mi l ieu  d e  c u l t u r e ,  dans l e s  c e l l u l e s  a p r è s  t r y p s i n a t i o n  

ou dans l e  surnageant de  t r y p s i n a t i o n  ( f i c h e  technique  30) .  La r a d i o a c t i v i t é  

du mi l i eu  f o u r n i t  des  i n d i c a t i o n s  s u r  l e s  HDL q u i  q u i t t e n t  l e u r  récepteur  
3  

e t  correspond à un index de r e v e r s i b i l i t é  de  l a  f i x a t i o n .  La r a d i o a c t i v i t é  

mesurée dans l e s  c e l l u l e s  a p r è s  t r a i t emen t  à l a  t r y p s i n e  ( index de t r y p s i n e  

r é s i s t a n c e )  e s t  due aux HDL i n t e r n a l i s é e s  dans l a  c e l l u l e ,  a l o r s  que l a  3  
r a d i o a c t i v i t é  mesurée dans l e  surnageant  a p r è s  t r y p s i n a t i o n  des  c e l l u l e s  cor- 

respond à l a  r u p t u r e  du complexe HDL -récepteur  d e  s u r f a c e  par  pro téo lyse  
3  

( index d e  t r y p s i n e  s e n s i b i l i t é ) .  

C e s  r é s u l t a t s  sont  r e p o r t é s  f i g u r e  38 et r ep résen ten t  l ' i n t e r n a l i s a t i o n  

spéc i f ique .  

La présence ou non de c o l c h i c i n e  i n h i b i t e u r  d e  c y t o s q u e l e t t e  dans l e  

mi l i eu  d ' incubat ion  ne modif ie  pas  l e s  r é s u l t a t s .  

. 
Dans l e s  deux c a s  une grande p a r t i e  de l a  r a d i o a c t i v i t é  correspondant 

aux HDL f i x é e s  à 4 ° C  s u r  l e s  BBCE, e s t  t r è s  rapidement r e l a rguée  à 37°C dans 3 
l e  mi l i eu  de  c u l t u r e .  En 20 minutes  l a  ma jo r i t é  des  HDL s e  r e t rouve  dans l e  

/ 
3 

mi l i eu  ind iquant  que l e s  HDL se f i x e n t  d e  manière r e v e r s i b l e  à l a  s u r f a c e  d e s  
3 

BBCE ( t  112 = 5 min.). 

Ce r e l a rgage  des  HDL dans  l e  mi l i eu  e s t  a s s o c i é  à une b a i s s e  r ap ide  de  
3  

l a  r a d i o a c t i v i t é  " t ryps ine  sens ib l e "  ; a l o r s  que l ' i n d e x  d e  r é s i s t a n c e  à l a  

t r y p s i n e  n 'évolue pas. 

Aucune i n t e r n a l i s a t  ion  s i g n i f i c a t i v e  des HDL n ' e s t  e n r e g i s t r é e  dans 
3 

l e s  BBCE, et l a  présence de c o l c h i c i n e  n e  pe r tu rbe  donc en r i e n  l e s  évènements 

q u i  s e  dé rou len t  dans l e  cad re  d'une l i a i s o n  r é v e r s i b l e  des  HDL3 à l a  s u r f a c e  

c e l l u l a i r e .  

En manière de  preuve nous présentons également f i g u r e  39 une é tude  com- 

p a r a t i v e  des  phénomènes d ' i n t e r n a l i s a t i o n  des HDL3 par  l e s  f i b r o b l a s t e s  

(endocytose a c t i v e )  e t  dans les BBCE. 



FIGURE 40 : DEGRADATION DES HDL3 PAR LES BBCE, ABAE ET MRC5. 

A : COMPARAISON DU TAUX DE DEGRADATION DES HDLQ PAR DIFFERENTS TYPES 
CELLULAIRES. 

- 
ri, 
3- 

ABAE MRC5 

30 pg de 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ j  en présence ou non de HDL3 non marquées sont incubées 90  mn. à 4OC sur 

différents types cellulaires, après lavage et incubation à 37'C pendant 9 0  min. le surnageant est 
prélevé. la dégradation est évaluée par mesure de la radioactivité non précipitable à l'acide 
trichloracétique. 

B : ACïION DE LA CHLOROQUINE SUR LES PHENOMENES DE DEGRADATION. 

temps en min. 

30 wg de 1 2 5 - 1 - ~ ~ ~ 3  en présencc ou non de HDLj non marquées sont incubées 90  mn à 4OC sur 

BBCE. aprés lavage et incubation il 37OC pendant 0. 10 ou 20 min. avec ou sans chloroquine (15 
PM), les différentes fractions sont isolées et la radioactivité y est mesurée. 
Les fractions A sont le reflet de la dégradation cellulaire des lipoprotéines (milieu non 
précipitable à l'acide trichloracétique). 
Les fractions B sont le rcflct de la radioactivité totale relarguée dans le milieu après action de la 
trypsine à 37°C. 



Dans c e  cas  l ' i n t e r n a l i s a t i o n  e s t  mesurée se lon  l a  méthode de  GOLSTEIN 

e t  BROWN, 1974 ( f i c h e  technique 30) q u i  c o n s i s t e  a p r è s  pré incubat ion  des 

c e l l u l e s  en  DMEM contenant 0,2% de  BSA à l e s  incuber directement  deux heures 
125 à 37.C en présence de  concent ra t ions  c r o i s s a n t e s  en 1 -WL3. Aucune in t e r -  

n a l i s a t i o n  spéc i f ique  n ' e s t  mise en évidence au niveau des  BBCE. Ces r é s u l t a t s  

sont  en accord avec l e  concept d e  BBCE support  de l a  B.H.E. e t  s i è g e  d'une 

endocytose r e s t r e i n t e .  

I l  f a u t  donc concevoir l e s  HDL comme des  v e c t e u r s  l i p i d i q u e s  dont l e  3 
mode d ' a c t i o n  n ' e s t  pas  l i é  à l e u r  i n t e r n a l i s a t i o n .  

I I  ABSENCE DE DEGRADATION DES WL3 PAR LES BBCE 

L'absence d ' i n t e r n a l i s a t i o n  des  HDL par  l e s  BBCE a pour c o r r o l a i r e  une 
3 

absence d e  dégrada t ion  de  c e s  l i p o p r o t é i n e s  dans l e s  compartiments lysosomiaux 

c e l l u l a i r e s .  

Nous avons tenu  t o u t e f o i s  à v é r i f i e r  c e  phénomène. 

Les c u l t u r e s  de  BBCE subconfluentes  préincubées 36 heures  en DMEM contenant 

0,2Z d e  BSA sont  incubées 90 minutes  à b°C en présence d e  I ' ~ ~ - H D L  (30 pg/ml). 3 
Les c e l l u l e s  sont e n s u i t e  l avées  s i x  f o i s  et  incubées 90 minutes à 37OC. Le 

surnageant est a l o r s  pré levé  e t  l a  dégrada t ion  des  I'~'-HDL e s t  évaluée par  
3 

mesure d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  non p r é c i p i t a b l e  à l ' a c i d e  t r i c h l o r o a c é t i q u e  ( f i c h e  

technique 30). 

Un témoin ABAE et  f i b r o b l a s t e s  a é t é  uti1isé;mais l e  taux  de  dégradat ion 

des  HDL pa r  l e s  BBCE ap rès  q u a t r e  expér iences  i den t iques  e t  t r i p l i c a t i o n  des  
3 

po in t s  é t a i t  s i  f a i b l e  ( f i g u r e  4OA)que nous avons modi f ié  n o t r e  protocole  en 

u t i l i s a n t  l a  chloroquine agent i n h i b i t e u r  des  dégrada t ions  dans l e  compartiment 

lysosomal. 

Les BBCE subconfluentes  préincubées 36 heures en DMEM contenant  0,2% de  

BSA sont  incubées 90 minutes à 37OC en présence ou non de  chloroquine (15 PM), 

pu i s  en présence de  30 p g / m l / H D ~  pendant 2 heures  à 4OC. 
3 

+ 
Les c e l l u l e s  son t  lavées  e t  ré incubées  à 37OC en  présence (C ) ou absence - 

(C ) de  ch loroquine  durant  0 ,10 ou 20 minutes.  Les f r a c t i o n s  s e n s i b l e s  e t  ré -  

s i s t a n t e s  à t r y p s i n e  ont  é t é  également i s o l é e s  et comptées ( f i g u r e  40 B). Le 



t aux  d e  dégradat ion e s t  une f o i s  encore t r è s  f a i b l e  e t  nous pouvons c o n s t a t é  

que l a  q u a n t i t é  de r a d i o a c t i v i t é  dans l a  f r a c t i o n  TCA s o l u b l e  n ' e s t  pas  dimi- 

nuée en présence de chloroquine ind iquant  l ' absence  de  dégrada t ion  lysosornale 

d e s  HDL dans nos c u l t u r e s  de BBCE. 3 

IV - CONCLUSION 

Au terme de  c e  t r a v a i l  nous pouvons d i r e  que pour t r a n s f é r e r  l e u r s  l i p i d e s  

l e s  HDL se f i x e n t  donc spécifiquement e t  de  façon s a t u r a b l e  au niveau de l a  3 
B.H.E. 

C e t t e  f i x a t i o n  des  HDL e s t  r e v e r s i b l e ( t  1/2= 5 min.). Les phénomènes 3 
d ' i n t e r n a l i s a t i o n  ou de  dégrada t ion  s ' i l s  e x i s t e n t  semblent i n s i g n i f i a n t s .  I ls  

n e  peuvent ê t r e  cons idérés  comme l e  mode e s s e n t i e l  d ' appor t  l i p i d i q u e  pour l e  

cerveau. Ces échanges l i p i d i q u e s  e n t r e  HDL et BBCE doivent  donc s e  dérouler  
3 

à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e .  Ce mode d'échange e s t  de  p lus  en p lus  invoqué pour 

d é c r i r e  l e  t r a n s f e r t  r éve r se  d; c h o i e s t é r o l  (BACKORICK e t  c o l l . ,  1987, PITTMAN 

e t  c o l l . ,  1987, KARLIN e t  c o l l . ,  1987, JOHNSON e t  c o l l . ,  1986, SLOTTE et  c o l l . ,  

1987).  

Afin de  p r é c i s e r  l e  r ô l e  des  HDL dans  les appor t s  l i p i d i q u e s  cérébraux, 3 
nous avons é t u d i é  un cas p a r t i c u l i e r  d e  dysfonctionnement des  échanges l i p i d i -  

ques au cours  de  l a  xanthomatose cérébro-tendineuse.  
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Les l i popro té ines  de  hau te  d e n s i t é  a s su ren t  l e  t r anspor t  r é v e r s e  du 

c h o l e s t é r o l  des  t i s s u s  non cérébraux par  l e  b i a i s  de sites de f i x a t i o n  a u t r e s  

que l e  récepteur  B.E. 

Les arguments en faveur  du r ô l e  des  l i p o p r o t é i n e s  dans l a  c a p t a t i o n  

c é r é b r a l e  e t  l a  d i s t r i b u t i o n  des l i p i d e s  aux t i s s u s  nerveux ne manquent pas.  

Nous avons donc t e n t é  d ' é t u d i e r  c e s  phénomènes i n  v ivo  e t  s u r  c e l l u l e s  

endo thé l i a l e s  d e  c a p i l l a i r e s  cérébraux.  D ' au t r e  p a r t ,  il nous e s t  apparu 

i n t é r e s s a n t  d 'aborder  ces  mécanismes dans  l a  xanthomatose cérébro-tendineuse 

(ou X.C.T), ca s  pathologique d'accumulation l i p i d i q u e  au  niveau c é r é b r a l .  

1 - LA XANTHOMATOSE CEREBRO-TENDINEUSE 

1.1 ASPECTS CLINIQUES 

La xanthomatose cérébro-tendineuse (X.C.T) e s t  connue depuis  1936, mais 

c ' e s t  à VAN BOGAERT (1969) que l ' o n  d o i t  l a  d e s c r i p t i o n  c l i n i q u e  e t  neuropa- 

tho lsg ique  de c e t t e  a f f e c t i o n  chez deux cous ins  germains. 

l f a l ad i e  r a r e  autosomale r éces s ive ,  e l l e  e s t  c a r a c t é r i s é e  par  d e s  t r o u b l e s  

psychiques p lus  ou moins prononcés dès  l ' e n f a n c e  ou l ' adolescence ,  l ' appa r i -  

t i o n  d 'une c a t a r a c t e  avant l ' â g e  de  30 ans ,  d e  xanthomes tendineux, d 'une a t a x i e  

cé rébe l l euse  e t  d e  t roub le s  pyramidaux. L 'évolu t ion  e s t  l e n t e  avec d é t é r i o r a -  

t i o n  mentale ; l a  mort e s t  due à des  p a r a l y s i e s  bu lba i r e s .  

Les l é s i o n s  du système nerveux c e n t r a l  c o n s i s t e n t  en une démyé l in i sa t ion  

du c e r v e l e t ,  du t r o n c  c é r é b r a l ,  des  f a i s ceaux  cort ico-pontiques,  d e s  cordons 

p o s t é r i e u r s  de l a  moelle e t  l ' e x i s t e n c e  de  dépôts  l i p i d i q u e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  

dans d e s  c e l l u l e s  xanthomateuses e t  des  dépôts  l i p i d i q u e s  e x t r a c e l l u l a i r e s  

sous forme de c r i s t a u x  en a i g u i l l e s  r é f r i n g e n t s  au niveau principalement du 

c e r v e l e t ,  du t r o n c  cé réb ra l  e t  du mésencéphale. 

Ces dépôts l i p i d i q u e s  sont  à l ' o r i g i n e  des xanthomes tendineux. I l  s ' e n  

t rouve  également dans l e s  o s  e t  l e s  p l èv re s .  
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FIGURE 41 : SYNTHESE DU CHOLESTANOL. 



1.2 ASPECTS BIOCHIMIQUES 

1 .2 .1  Les dépôts  l i p i d i q u e s  ..................... 

Ces dépô t s  qu i  c a r a c t é r i s e n t  l a  X.C.T sont  c o n s t i t u é s  de  s t é r o l s  t e l s  

que l e  c h o l e s t é r o l  et un de  s e s  d é r i v é s  hydrogènés : l e  5-alpha-cholestan- 

3-béta-01 ou cho le s t ano l  ( f i g u r e  41).  

C 'es t  en 1968 que SCHIMSCHOCK e t  c o l l .  ont  m i s  en évidence un excès de  

cho le s t ano l  dans l e  système nerveux c e n t r a l .  Le c e r v e l e t  des  p a t i e n t s  con t i en t  

une grande q u a n t i t é  d e  c h o l e s t é r o l  e s t é r i f i é  normalement à l ' é t a t  de  t r a c e s ,  

du cho le s t ano l  l i b r e  r ep ré sen tan t  20 à 30% des  s t é r o l s  (N = 1 à 3%) e t  du 

cho le s t ano l  e s t é r i f i é ,  2  à 56% (N  = 1 à 10%).  Ces mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  son t  

re t rouvées  dans l e s  substances blanches et g r i s e s  du cerveau. 

Les tendons sont  également r i c h e s  en c r i s t a u x  de  c h o l e s t é r o l  e t  de cho- 

l e s t a n o l ,  pour ce  d e r n i e r  50 à 90 f o i s  p lus  que chez des  s u j e t s  témoins, mais 

l a  p lupar t  d e s  t i s s u s  son t  a t t e i n t s  (sALEN , 1971) 

1.2.2 Anomalies plasmatiques ...................... 

Les s u j e t s a t r e i n t s  de X.C.T ne  présenten t  pas en géné ra l  d 'hypercholes- 

térolémie.  P a r  con t r e  l e  cho le s t ano l  plasmatique e s t  augmenté et l e  rapport  

cho le s t ano l / cho le s t é ro l  plasmatiques peut a t t e i n d r e  p l u s i e u r s  f o i s  l e  c h i f f r e  

normal (N = 1%) . 

1.2.3 Anomalies b i l i a i r e s  ------------------- 
Les d i f f é r e n t s  t ravaux de SALEN e t  c o l l .  en 1971, 1973, 1975 mettent  en 

évidence d e s  anomalies complexes dans l a  composition de l a  b i l e  des  malades 

a t t e i n t s  de  X.C.T .  I ls noten t  une augmentation r e l a t i v e  du cho le s t ano l  par 

rappor t  au c h o l e s t é r o l  d e  10 à 40 f o i s  p lus  qu 'à  l ' é t a t  normal. Les précurseurs  

du c h o l e s t é r o l  se t rouvent  en q u a n t i t é  importante ,  i l s  sont  l e s  témoins d'une 

augmentation de  l a  syn thèse  hépat ique  du cho le s t é ro l .La  q u a n t i t é  d 'ac ides  b i -  

l i a i r e s  diminue avec t r è s  peu d ' ac ide  chenodésoxycholique ou A.C.D.C.,  3  à 11% 

con t re  77 à 88% d ' ac ide  chol ique ou A.C. 

On n o t e  également l a  présence d 'ac ide  a l locho l ique  q u i  e s t  un dé r ivé  

du cho le s t ano l  a i n s i  que l a  présence de c e r t a i n s  a l c o o l s  b i l i a i r e s  t e l s  que 
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FIGURE 42 : METABOLISME DU CHOLESTEROL. 
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FJGURE 43 : ME'IIABOI.,ISMG D1J CHOLESTEROL DANS LA XANTHOMATOSE 
ClEliEEZRO-TE<hTDINEUSE. 
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l e s  t é t r o l s  e t  pen to l s  faiblement  dégradés en  a c i d e  chol ique.  En e f f e t ,  l e s  

a l c o o l s  marqués sont  r e t r o u v é s  en q u a n t i t é  anormale dans l a  b i l e  e t  l e s  f écès .  

1.3 ASPECTS METABOLIQUES 

La f i g u r e  42 i l l u s t r e  l e  métabolisme du c h o l e s t é r o l  e t  nous permet t ra  

de mieux comprendre l e  phénomène de  l a  X.C.T. Une f o i s  s y n t h é t i s é s ,  l e s  ac ides  

b i l i a i r e s  e t  en p a r t i c u l i e r  1 'A.C.D.C.  exercent  un c o n t r ô l e  néga t i f  s u r  l e u r  

propre synthèse en r égu lan t  l ' a c t i v i t é  d e  deux enzymes c l e f s  : 

- 1'HMG-CoA réduc ta se .  

- l a  7-alpha-hydroxylase 

Chez l e s  s u j e t s  X.C.T ( f i g u r e  4 3 ) , i l  e x i s t e  un d é f i c i t  g loba l  dans  l a  

synthèse  des  ac ides  b i l i a i r e s  et p lus  spécif iquement  dans c e l l e  de  1'A.C.D.C. 

Le r é t r o c o n t r ô l e  d e  synthèse  du c h o l e s t é r o l  ne  s e  f a i t  p lu s ,  e t  l ' accumula t ion  

e s t  contrebalancée par  une synthèse  accrue  de  cho le s t ano l .  

LIA.C.D.C. admin i s t r é  par  vo ie  bucca le  c o r r i g e  l e s  anomalies biochimiques 

a i n s i  l ' a c t i v i t é  de  l'hydroxyméthyl-glutaryl, c0enzyme.A réduc ta se  (HMG-CoA 

réductase) ,  enzyme hépat ique  l i m i t a n t  l a  synthèse  du c h o l e s t é r o l ,  a  une a c t i v i t é  

4 f o i s  supér ieure  à l a  normale dans l e s  c a s  de X.C.T, e t  sera diminuée de  50% 

après  s e p t  j ou r s  de  t r a i t emen t .  

1.4 P.B.: UN CAS DE X.C.T  

Nous avons eu l ' o p p o r t u n i t é  d ' o b t e n i r  un plasma d'un jeune homme né en 

1963 (P.B.) a t t e i n t  de  c e t t e  maladie e t  p ré sen tan t  des  xanthomes tendineux,  

e t  une c a t a r a c t e  b i l a t é r a l e  sans  hyperl ipidémie dès  l ' â g e  de  20 ans.  Les 

l i p o p r o t é i n e s  plasmatiques de ce  s u j e t  on t  é t é  ana lysées  e t  t e s t é e s  s u r  d i f -  

f é r e n t s  types c e l l u l a i r e s  t e l s  que l e s  c e l l u l e s  cancéreuses de  type  HeLa, 

les f i b r o b l a s t e s  de type  h R C  5 ou l e s  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  de c a p i l l a i r e s  

cérébraux (BBCE) . 
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TABLEAU XVII : BILAN LIPOPROTEINIQUE. 

(1) Salen, 1971 
(2) Ballantyne et coll., 1987 

P r r t s i ~ e s  q/ l  

P.B. 

(1) CTX : hommes 
femmes 

(2) CTX : homme 

Normaux : hommes 
'?mmes - 

TABLEAU XVIII : BILAN LIPIDIQUE. 

VLDL 

1 .O7 

1.58 + 0.73 
1.17 20.36 

0.93 

1.76 2 0.65 
1.14 +. 1.1 

(1) Salen, 1971 
(2) Ballantyne et coll.. 1987 

P.B. 

(1) CTX : 8 cas 

(2)CTX:l cas 

Normaux 

TABLEAU XIX : REPARTlTION DU CHOLESTEROL ENTRE LES LIPOPROTEINES. 

I DL 

O. 5 6 

0.4 9 

. 
Trigiycerides 

g 1 l 

1.16 

1.23 t: 0.64 

1.27 i 0.15 

1.75 - 0.33 

(1) Salen, 1971 
(2) Ballantyne et coll., 1987 

LDL 1 HDL 

Normaux 

P.B. 

(1) CTX 

(2) CTX 

TABLEAU XX : REPARTITION DU CHOLESTANOL ENTRE LES LIPOPROTEINES 

1.72 

2.1 0 f 0.32 
2.06 rt 0.39 

3.29 

4.02 10.85 
3.08 k 1 .CO 

Cholesterol 

q ' l  

1.38 

1.65 2 0.25 

1.25 r 0.7 

2.30 5 0.25 

3.05 

1.87 t 0.77 
2.72 L 0.68 

s N  

2.66 $: 0.73 
4.C8 I 0.06 

VLDL 
O ! I 

0.22 5 0.01 

0.1 30 

C.23 r 0.C.l 

Cholestanol~ 
Cholestérol 

O 0  

3.74 

1.75 

1.24 

0.26 

CHOLESTANOUCHOLESTEROL EN % 

LDL 
411 

1.42 t 0.10 

0.98 

1.49 + 0.06 

Normaux 

P.B. 

HDL-Choiesterol 

r: l 

0.275 

0.14 r 0.03 

0.57 r 0.05 

0.48 z 0.09 

HDL 
'l 

a / l  

0.45 + 0.04 

O. 2 8 

0.15 f 0.08 

0.57 f 0.05 

Choiesterol Total; 
Cholestérol HDL 

5.02 

1 1  .SO 

3.95 

4.80 

VLDL 

c 0,2 

2,2 6 

LDL 

c 0,25 

3,16 

HDL2 

c 0,3 

8,17 

HDL3 

< 0,3 

6,16 



II - ANALYSE DES LIPOPROTEINES PLASMATIQUES DE P.B. 

Les  l i p o p r o t é i n e s  p lasmat iques  t émoins  ou du s u j e t  X.C.T.sont i s o l é e s  

s o i t  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  ( f i c h e  t e c h n i q u e  l ) ,  s o i t  par  u l t r a -  

c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  ( f i c h e  t e c h n i q u e  1 b i s ) .  L e s  apol ipo-  

p r o t é i n e s  s o n t  d o s é e s  s e l o n  l a  méthode d e  t y p e  Sandwich : ELISA ( f i c h e  t ech-  

n i q u e  4 ) .  

Pa r  a i l l e u r s ,  l e s  t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  e t  d e  c h o l e s t a n o l  s o n t  mesurés p a r  

chromatographie  g a z - l i q u i d e  s e l o n  l a  méthode d e  GAMBERT e t  c o l l . ,  1979 ( f i c h e  

t e c h n i q u e  1 7 ) .  De p l u s  les t r i g l y c é r i d e s  et l e s  phosphol ip ides  s o n t  dé te rminés  

à l ' a i d e  d e  c o f f r e t s  r é a c t i f s  (Boehr inger ,  R.F.A., Biomérieux, F rance)  s u r  u n  

a p p a r e i l a u t o m a t i q u e  H i t a c h i  705. 

11.1 BILAN LIPIDIQUE DES LIPOPROTEINES X * C . T  

Nous avons  exprimé les données c o n c e r n a n t  n o t r e  p a t i e n t  P.B. e t  nous les  

avons  comparées d 'une p a r t  à un témoin normal  e t  d ' a u t r e  p a r t  à que lques  c a s  

r e p o r t é s  dans  l a  l i t t é r a t u r e  p a r  SALEN (1971) e t  BALLANTYNE e t  c o l l .  (1987). 

Les r é s u l t a t s  s o n t  p r é s e n t é s  t a b l e a u x  XVII, XVIII,  X I X  e t  XX. 

Les t a u x  d e s  l i p o p r o t é i n e s  ( t a b l e a u  XVII) d e s  s u j e t s  a t t e i n t s  s o n t  sen-  

s ib lement  i d e n t i q u e s  à ceux  d e s  témoins ,  s a u f  e n  c e  q u i  concerne les LDL q u i  

s o n t  t o u j o u r s  i n £  é r i e u r e s .  

Le  t a u x  d e  LDL d e  P.B. est s e n s i b l e m e n t  i n f é r i e u r  à c e l u i  d e s  c a s  X.C.T 

d é c r i t s  dans  l a  l i t t é r a t u r e  et c e l u i  d e s  HDL légèrement  modi f i é .  

En c e  q u i  concerne l a  r é p a r t i t i o n  d e s  l i p i d e s  c i r c u l a n t s ,  l a  q u a n t i t é  d e  

t r i g l y c é r i d e s  e t  d e  phosphol ip ides  d e s  s u j e t s  a t t e i n t s  est normale ,  t a n d i s  que 

l a  q u a n t i t é  d e  c h o l e s t é r o l  t o t a l  ou d e  cholestérol-HDL e s t  ne t t ement  diminuée 

( t a b l e a u  XVIII) . 
Le t a u x  é l e v é  d e  c h o l e s t a n o l / c h o l e s t é r o l  ou de  c h o l e s t é r o l  t o t a l / c h o l e s -  

térol-HDL e s t  considérablement  é l e v é  dans  c e t t e  maladie .  Le cas d e  P.B. n e  f a i t  

p a s  e x c e p t i o n  à l a  r è g l e .  



FIGURE 44 : REPARTITION DES APOLIPOPROTEINES DANS LES DIFFERENTES 
FRACTIONS LIPOPROTEINIQUES. 
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Le t a u x  d e  c h o l e s t é r o l  dans  l e  c a s  p a r t i c u l i e r  d e  P.B. e s t  anormalement 

b a s  quelque s o i t  l a  c l a s s e  l i p o p r o t é i n i q u e  c o n s i d é r é e  ( t a b l e a u  XIX) et cons- 

t i t u e  un d e s  paradoxes  de  l a  X.C.T. I l  est a s s o c i é  à un t a u x  anormalement 

é l e v é  de  c h o l e s t a n o l  exprimé en  pourcen tage  d e  c h o l e s t a n o l / c h o l e s t é r o l  dans 

chacune d e s  f r a c t i o n s  l i p o p r o t é i n i q u e s  ( t a b l e a u  XX).  

11.2 BILAN PROTEIQUE DES LIPOPROTEINES X.C.T 

L ' i so lement  d e s  d i f f é r e n t e s  l i p o p r o t é i n e s  e s t  obtenu p a r  u l t r a c e n t r i f u -  

g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  ( f i c h e  t e c h n i q u e  1 b i s ) .  

Nous avons  comparé n o t r e  s u j e t  X.C.T (P.B.) à un s u j e t  normal  ( f i g u r e  

4 4 ) .  Les p rof  i l s  de  r é p a r t i t i o n s  AI ,  AI1  e t  E  n e  s o n t  p a s '  s i g n i f i c a t i v e m e n t  

m o d i f i é s  t a n d i s  que l ' a p o l i p o p r o t é i n e  B ,  t o u t  en r e s t a n t  dans  l es  normes d e  

c o n c e n t r a t i o n  est d é p l a c é e  légèrement  v e r s  les  f a i b l e s  d e n s i t é s ,  l ' a p o l i p o p r o -  

t é i n e  C III n ' e s t  pas  d é p l a c é e ,  mais  sa c o n c e n t r a t i o n  e s t  n e t t e m e n t  i n f é r i e u r e  

à l a  normale.  

Les b i l a n s  en a p o l i p o p r o t é i n e s  n e  semblent donc pas  t r è s  p e r t u r b é s ,  on 

n o t e  t o u t e f o i s  une b a i s s e  du t a u x  en  a p o l i p o p r o t é i n e s  AI e t  C III, e t  une l é -  

g è r e  augmentat ion du t a u x  d e s  apo A I I .  A i n s i ,  l e  r a p p o r t  AI/AII p a s s e  d e  2 , 5  

à 3 , 7  dans  l a  xanthomatose,  c e  q u i  l a i s s e  p r é s a g e r  d e s  m o d i f i c a t i o n s  dans  les 

phénomènes d e  f i x a t i o n  d e s  HDL e t  dans  l e s  échanges l i p i d i q u e s  q u i  e n  d é c o u l e n t .  

III - INTERACTIONS LDL DE SUJETS X.C.T ET CELLULES 

La p remière  hypothèse  q u i  v i e n t  à l ' e s p r i t  pour e x p l i q u e r  l ' a c c u m u l a t i o n  

et l e  dépôt  d e  s t é r o l s  dans  l a  X.C.T. est un dysfonct ionnement  d e s  LDL q u i  amène 

normalement c e s  s t é r o l s  aux c e l l u l e s .  Comme l e  t a u x  d e s  LDL chez  l e s  s u j e t s  

X.C.T e s t  généralement  b a s  e t  n e  peu t  ê t r e  r e s p o n s a b l e  de  l ' a c c u m u l 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 a n o l ,  nous avons  a n a l y s é  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  LDL 

d u  s u j e t  X.C.T e t  d i v e r s  t y p e s  c e l l u l a i r e s  possédant  d e s  r é c e p t e u r s  B.E., s o i t  

d e s  c e l l u l e s  HeLa, d e s  c e l l u l e s  m u s c u l a i r e s  MRC 5 ou d e s  c e l l u l e s  d e  B.H.E. 

(BBCE) . 
L'accumulat ion d e  s t é r o l s  i n t r a c e l l u l a i r e s  dans  l a  X.C.T d e v a i t  ê t r e  

c o r r é l é e  à u n e  f i x a t i o n ,  une i n t e r n a l i s a t i o n  e t  une d é g r a d a t i o n  a c c r u e  des  

LDL v é h i c u l a n t  les s t é r o l s .  
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FIGURE 45 : FIXATION SPECIFIQUE DES LDL-N ET LDL-CTX A 4OC. 

A : FIXATION SUR CELLULES HeLa. 

O 1 O 2 0  3 0  4 0  5 0  6 0  

pg 125-1-LDUml de milieu 

B max LDL-N : 86 ng 125-1- LDLfixéesImg de protéines cellulaires 
Kd LDL-N : 20 pg 25- 1- LDL 
B max LDL-XCT : 22 ng 125- 1 LDLfixCeslmg de protéines cellulaires 
Kd LDL-XCT : 5 pg 125-1- LDL 

B : FIXATION SUR BBCE. 

200 1 

O 2 0  4 0  6 0  8 0  1 O0 120 

pg 125-1-LDUml de milieu 

B max LDL-N : 190 ng 125-1- LDL fixécs/mg de protéines cellulaircs 
Kd LDL-N : 18 pg 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~  

fixecs/mg dc protéines ccllulaircs 



FIGURE 46 : FIXATION ET INTERNALISATION SPECIFIQUE DES LDL-N 
LDL-CTX A 37OC. 

A : FIXATION ET INTERNALISATION SUR CELLULES HeLa. 

200 7 

LDL-N 

O 1 O 2 0  3 0  40 5 0  6 0  

pg 125-1-LDUml de milieu 

- .  

B max LDL-N : 160 ng 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~  fixéeslmg de protéines cellulaires 
' 

Kd LDL-N : 7 pg 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~  
B max LDL-XCT : 50 n 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~  fixéeslmg de protéines cellulaires 
Kd Lm-xc-r  : 12 Fg 12J-I-LDL 

B : FIXATION ET INTERNALISATION SUR CELLULES MRC5 

O 1 O 20  3 0  4 0  50 60 

pg 125-1-LDUml de milieu 

B max LDL-N : 480 ng 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~  fixées/mg de protéines cellulaires 
Kd LDL-N : 10 pg 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~  
B rnax LDL-XCT : 170 ng 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ f i x é e s / m g  de proiéines cellulaires 
Kd LDL-XCT : 15 pg 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~  



Ces études d ' i n t e r a c t i o n  ont  é t é  r é a l i s é e s  s u r  BBCE subconfluentes  

e n t r e  l e u r  3ème e t  l e u r  6ème passage. Les c e l l u l e s  HeLa e t  l e s  MRC 5  son t  

u t i l i s é e s  à confluence, c a r  à c e  s t a d e  e l l e s  expriment mieux l e u r  r écep teu r .  

Chaque étude a  é t é  r é a l i s é e  deux f o i s  e t  chaque poin t  en t r i p l e .  Toutes  

l e s  manipulat ions n 'on t  pu ê t r e  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  t r o i s  types  c e l l u l a i r e s ,  

c a r  nous n'avons d i sposé  que d'une s e u l e  plasmaphérèse avant  t r a i t emen t .  Chaque 

poin t  r ep ré sen te  l a  moyenne des  r é s u l t a t s  t rouvés .  Les é c a r t s  types  n e  son t  

pas  r ep ré sen té s  s ' i ls  r ep résen ten t  moins d e  5% d ' e r r e u r .  

111.1 DEFAUT DE FIXATION A 4 ' ~  DES LDL X.C.T. 

Après 48 heures  en mi l i eu  DMEM contenant  5% d e  LPDS, l e s  c e l l u l e s  son t  

incubées 3  h  à 4°C pour l e s  c e l l u l e s  HeLa e t  2  h  à 4OC pour l e s  BBCE, en  pré- 

sence d e  concent ra t ions  c r o i s s a n t e s  de  I"~-LDL OU d e  I ~ ~ ~ - L D L - x . c . T .  La f i x a -  

t i o n  non spéc i f ique  e s t  déterminée par  l ' a d d i t i o n  d'un l a r g e  excès d e  LDL 

non marquées ( f i c h e  technique  30) . 

Quelque s o i t  l e  t y p e  c e l l u l a i r e ,  l e s  LDL-N ou LDL-X.C.T s e  f i x e n t  spéc i -  

f  iquement e t  de  façon s a t u r a b l e  ( f i g u r e  45 A e t  B) . 
Toutefo is  l a  f i x a t i o n  des  LDL-X.C.T. est net tement  diminuée par  r appor t  

à c e l l e  des  LDL de s u j e t s  normaux. Ceci s e  t r a d u i t  par  une diminut ion de  l ' a f -  

f i n i t é  (Kd élevé)  e t  d e  l a  va l eu r  du B max s u r  BBCE ou s u r  c e l l u l e s  HeLa. 

111.2 DEFAUT D'INTERNALIsATION ET DEGRADATION DES LDL-X.C.T. 

Après 48 heures en mi l i eu  DMEM contenant  5% d e  LPDS, l e s  c e l l u l e s  sont  

incubées 3  h à 37OC en présence de  concen t r a t ions  c r o i s s a n t e s  de I"~-LDL ou 
125 

d e  1 -LDL-X.C.T. Après lavage  l a  r a d i o a c t i v i t é  mesurée s u r  l e s  c e l l u l e s  in-  

t a c t e s  correspond aux LDL f i x é e s  e t  i n t e r n a l i s é e s .  Le surnageant a p r è s  lavage  

est également pré levé  e t  l a  dégrada t ion  des  LDL est évaluée par  mesure d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  non p r é c i p i t a b l e  à l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  ( f i c h e  technique 30 ) .  

Tant pour l e s  c e l l u l e s  HeLa que pour l e s  MRC 5 ,  l e s  LDL-N ou LDL-X.C.T 

se f i x e n t  spécifiquement e t  d e  façon s a t u r a b l e  à 37°C ( f i g u r e  46 A e t  B) . 
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RGURE 47 : DEGRADATION SPECIFIQUE DES LDL-N ET LDL-XCT. 

A : DEGRADATION SUR CELLULES Hela. 
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Nous cons t a tons  que l e s  LDL-X.C.T s e  f i x e n t  nettement moins s u r  l e s  

s i t e s  de l i a i s o n s  c e l l u l a i r e  en r e l a t i o n  avec une diminut ion du B max ou de 

l ' a f f i n i t é .  

r 

cellules HeLa 

LDL-N 
DL-XCT 

Cellules MRC5 

LDL-N 
DL-XCT 

Les p r o f i l s  de dégradat ion des  LDL s u r  c e l l u l e s  HeLa ou FfRC 5 sont  sen- 

siblement i den t iques  ( f i g u r e  47 A e t  B) .  La dégrada t ion  des  LDL-N par l e s  

c e l l u l e s  HeLa e t  MRC 5  e s t  spéc i f ique  et s a t u r a b l e ,  l e u r s  v a l e u r s  maximales 

sont  respectivement d e  1 ,45  e t  de  1 ,25  pg d e  LDL r a d i o a c t i v e s  dégraldées par  mg 

de  pro té ines  c e l l u l a i r e s .  

Par c o n t r e  l a  dégradat ion des  LDL-X.C.T est nettement i n f é r i e u r e  e t  

n ' e s t  pas  s a t u r a b l e  j u s q u l à  50 p g  LDL-X.C.T / m l  de  mi l i eu .  

B max 

ng LDL radiomarquées fixées et 
intemiséeshg protéine 

160 
50 

480 

170 

111.3 DEFAUT D'AFFINITE DES LDL-X.C.T POUR LE RECEPTEUR B.E. 

Afin d ' exp l ique r  l e s  dé fau t s  d e  f i x a t i o n ,  i n t e r n a l i s a t i o n  et dégradat ion 

des  LDL-X.C.T au niveau c e l u l a i r e ,  nous avons r é a l i s é  des  expériences d ' i nh i -  

b i t i o n  compét i t ive  d e  l a  f i x a t i o n  des .  LDL pa r  l e s  LDL-X.C.T. s u r  c e l l u l e s  HeLa. 

Les c e l l u l e s  HeLa sont  incubées 3 h à 4'C avec 10 pg/ml de  LDL-N radio-  

marquées et en présence de  concent ra t ions  c r o i s s a n t e s  dn LDL ou de  LDL-X.C.T 

non marquées ( f i g u r e  48) .  

- 
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FIGURE 48 : INHIBITION COMPETITIVE DE LA FIXATION DES LDL-N PAR 
LES LDL-N ET LES LDL-XCT SUR CELLULES HeLa à 4OC. 

pg LDL non marquéeslml de milieu 

Les cellules sont incubées 3 H. à 4'C en présence del0 pg de l25-1-LDL-N ainsi qu'en 
présence de quantités croissantes de LDL-N ou LDL-XCT non marquées. 



Nous observons une compéti t ion e n t r e  l e s  LDL radiomarquées ou non. 

La concen t r a t ion  en LDL-N non r a d i o a c t i v e s  provoquant 50% d ' i n h i b i t i o n  de 

l a  f i x a t i o n  des  I ' ~ ~ - L D L  e s t  de 3 p g  des LDL-N/ m l  de mi l i eu .  

La même i n h i b i t i o n  e s t  obtenue avec 9 pg/ml de LDL-X.C.T non marquées. 

Ces r é s u l t a t s  indiquent  donc c la i rement  que l e s  LDL d e  s u j e t  X.C.T ont  moins 

d ' a f f i n i t é  pour l e  récepteur  B.E. des  LDL, e t  confirment l a  b a i s s e  du Kd 

e n r e g i s t r é e  dans l e s  é tudes  précédentes  de f i x a t i o n .  

111.4 CONCLUSION 

Le f a i b l e  taux  de LDL c i r c u l a n t e s  a s s o c i é  à une p e r t e  d ' a f f i n i t é  de ces  

LDL-X.C.T.pour l e  récepteur  B.E. q u i  condi t ionne l ' e f f i c a c i t é  de l e u r  f i x a t i o n ,  

de  l e u r  i n t e r n a l i s a t i o n  e t  de l e u r  dégrada t ion  ne peut ê t r e  responsable  de 

l 'accumulat ion i n t r a c e l l u l a i r e  d e s  s t é r o l s  dans l a  xanthomatose cérébro-tendi-  

neuse. Nous avons donc recherché un d é f i c i t  d a n s l e  t r a n s p o r t  r é v e r s e  des  s t é r o l s .  

I V  - INTERACTIONS HDL3 DE SUJETS X.C.T ET CELLULES 

La seconde hypothèse permettant  d 'expl iquer  l ' accumula t ion  de  s t é r o l s  

concerne un éventue l  défaut  dans l e  t r a n s p o r t  r éve r se  du c h o l e s t é r o l  q u i  a s su re  

l ' é l i m i n a t i o n  du c h o l e s t é r o l  des  t i s s u c  pér iphér iques  e t  son r e t o u r  v e r s  l e  

f o i e ,  l i e u  de  son catabolisme. 

S i  l e  taux  des  HDL des  s u j e t s  X - C - T  e s t  normal ou subnormal, l a  compo- 
3 

s i t i o n  en apoproté ine  e t  en p a r t i c u l i e r  l e  rappor t  apopro té ine  AI/AII pe r tu rbé  

l a i s s e  présager  des  pe r tu rba t ions  d 'une p a r t  d a n s l a  f i x a t i o n  des  HDL e t  dans 
3 

l e s  échanges l i p i d i q u e s .  

I V . l  DEFICIT EN RECEPTEURS HDL3 DANS LES CELLULES INCUBEES EN LDL-X.C.T 

Dans c e t t e  é tude de f i x a t i o n , à  4"C, nous n'avons u t i l i s é  que des  HDL ne 

contenant  pas  d 'apol ipopro té ine  E a f i n  d ' é l imine r  t o u t e s  i n t e r a c t i o n s  avec l e  

r écep teu r  B.E. des  LDL. Les HDL3-N ou HDL3-X.C.T sont  p u r i f i é e s  par  chromato- 

graphie  d ' a f f i n i t é  s u r  des  colonnes contenant un a n t i c o r p s  anti-apo E permettant 

a i n s i  l ' é l i m i n a t i o n  de  t o u t e  l ' a p o l i p o p r o t é i n e  E normalement à l ' é t a t  de t r a c e s  

dans l e s  f r a c t i o n s  de HDL3 ( f i c h e  technique 8 ) .  



FIGURE 49 : FIXATION SPECIFIQUE A 4OC DES HDL3-N SUR CELLULES 

PREINCUBEES SOIT EN PRESENCE DE LDL-N OU LDL-XCT. 

A : FIXATION SUR CELLULES HeLa 

80 i 

LDL-XCT 

O 20 40 60 80 1 O0 

pg 125-1-HDL3fml de milieu 

Préincubation pendant 48 H. à 37°C en présence de  DMEM+LDL-N (100 pg/ml de 
milieu) ou LDL-XCT (100 pg/ml de milieu). 

B : FIXATION SUR BBCE 

O 20 40 60 80 1 O0 

pg 125-1-HDL3Iml de milieu 

Préincubation pendant 36 H. à 37°C en présence de DMEM+ LDL-N (50 pg  /ml dc 
milieu) ou LDL-XCT (50 pg /ml de  milicu). 



Après 48 h e n  m i l i e u  DYEM contenan t  100 ug d e  LDL ou de  LDL-.X.C.T., l e s  

c e l l u l e s  HeLa s o n t  incubées  3 h  à 37'C e n  p r é s e n c e  d e  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s -  

s a n t e s  de  HDL d e  s u j e t s  normaux. L ' é t u d e  d e  l a  f i x a t i o n  e s t  r é a l i s é e  s e l o n  
3 

l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  f i c h e  t echn ique  30.  

En c e  q u i  concerne l e s  BBCE, l a  p r é - i n c u b a t i o n  se f a i t  e n  DMEM e t  50 p g  

de  LDL-X.C.T, e t  l ' i n c u b a t i o n  e n  p résence  dl:HDL n e  d u r e  que 2  h e u r e s .  
3  

Les  r é s u l t a t s  son t  p r é s e n t é s  f i g u r e  49 A e t  B. 

D'une manière  g é n é r a l e ,  quelque s o i t  l e  t y p e  c e l l u l a i r e ,  l a  f i x a t i o n  d e s  

BDL, d e  s u j e t  normal est s u p é r i e u r e  l o r s q u e  l a  p ré - incuba t ion  s e  f a i t  e n  présenci 
3 

de  LDL-N. L o r s q u ' e l l e  s ' e f f e c t u e  en  p r é s e n c e  d e  LDL-X.C.T, l a  f i x a t i o n  d e s  HDL3 

normales  e s t  d iminuée,  comme e n  témoignent les v a l e u r s  d e  B max e t  d e  Kd. 

Les  r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  que l ' e x p r e s s i o n  du nombre de  r é c e p t e u r s  pour 

l e s  HDL e s t  dimiiiuée par l a  p r é - i n c u b a t i o n  d e s  c e l l u l e s  avec l e s  LDL-X.C.T. 3 
Les LDL-X.C.T r é g u l e n t  moins e f f i cacement  l ' e x p r e s s i o n  d e s  r é c e p t e u r s  HDL c e  

qui  e n t r a î n e  d e s  problèmes d ' é p u r a t i o n  du c h o l e s t é r o l  e t  peut ê t r e  une e x p l i -  

c a t i o n  au s t o c k a g e  du c h o l e s t a n o l  i n t r a c e l l u l a i r e .  
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FIGURE 50 : INHIBITION COMPETITIVE DE LA FIXATION DES HDL3-N 

RADIOMARQUEES PAR LES HDL3-N ET LES HDL3-XCT NON MARQUEES SUR 

CELLULES HeLa. 
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20 pg de 1 2 5 - ~ - ~ ~ ~ 3  sont f i x f s  3 H. à 4OC sur cellulcs HcLa ct entrcnt en  compétition 
avcc des quantites croissantes dc HDL3-N ou HDL3-XCT non marquées. 



IV.2 DEFAUT D'AFFINITE DES HDL3-X.C.T POUR LEUR RECEPTEUR 

C e t t e  p e r t e  d ' a f f i n i t é  des  HDL -X.C.T a  é t é  mise e n  évidence par  des  3  
é tudes  d ' i n h i b i t i o n  compéti t ive de  l a  f i x a t i o n  des  I ' ~ ~ - H D L  par  des  HDL3 

3  
f r o i d e s  de s u j e t s  normaux ou a t t e i n t s  de X.C.T. C e t t e  é tude  a  é t é  r é a l i s é e  s u r  

c e l l u l e s  HeLa ( f i g u r e  50).  

Les c e l l u l e s  HeLa sont  incubées 3 h à 4OC en  présence de 20 pg/ml de 

HDL -N radiomarquées e t  en  présence de concen t r a t ions  c r o i s s a n t e s  en HDL -N 
3  3 

ou de  HDL3 -- X.C.T non marquées. 

La concent ra t ion  en HDL -N non marquées pour l a q u e l l e  nous obtenons 50% 
3  

d  ' i n h i b i t  ion e s t  de 10 pg/ml t a n d i s  que l a  concent ra t ion  en HDL3-X.C . T  pour 

l a q u e l l e  nous obtenons l e  même t a u x  d ' i n h i b i t i o n  e s t  de  75 p g / m l  s o i t  7 f o i s  

p l u s  environ.  

Ces r é s u l t a t s  indiquent  donc que l e s  HDL de  s u j e t s  X.C.T ont  moins d 'a f -  
3  

f i n i t é  pour l e u r  récepteur  comparativement à l e u r s  homologues d e  s u j e t s  s a i n s ,  

s ans  doute  en  r a i s o n  des  mod i f i ca t ions  du r appor t  e n t r e  l e s  apol ipopro té ines  

A I  et A L I .  

IV.3 DEFAUT DE TRANSPORT REVERSE DANS LA X.C.T 

I l  semble donc que l e s  c e l l u l e s  pér iphér iques  de  s u j e t  X.C.T s o i e n t  mal 

adaptées  au  t r a n s p o r t  r é v e r s e  du c h o l e s t é r o l  e t  du cho le s t ano l .  En e f f e t ,  e l l e s  

expriment peu de r écep teu r s  pour les HDL e t  l e s  HDL3-x.C.T ont  peu d ' a f f i n i t é  
3  

pour l e  peu de  r écep teu r s  p ré sen t s .  . 

V - CONCLUSION 

L' é tude des  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  LDL-X. C:T. e t  c e l l u l e s  d e s  t i s s u s  périphé- 

r i q u e s  a m i s  en  évidence une n e t t e  diminut ion de  l a  f i x a t i o n  de c e s  l ipopro-  

t é i n e s  s u r  l e u r s  r écep teu r s  membranaires en  r e l a t i o n  avec une p e r t e  d ' a f f i n i t é .  

La dégrada t ion  i n t r a c e l l u l a i r e  des  LDL-X.C.T au niveau des  lysosomes e s t  éga- 

lement for tement  diminuée. De p l u s  l e s  LDL-X.C.T c o n t r ô l e n t  moins efficacement 

l ' e x p r e s s i o n  des  r écep teu r s  aux HDL responsables  du t r a n s p o r t  r éve r se  du cho- 

l e s t a n o l .  



Ces r é s u l t a t s  ind iquent  c la i rement  que l e s  dépôts  i n t r a c e l l u l a i r e s  de  

cho le s t ano l  des  s u j e t s  X.C.T ne peuvent s ' exp l ique r  par une c a p t a t i o n  e t  dé- 

g r ada t ion  acc rues  des  LDL amenant les s t é r o l s  aux c e l l u l e s .  

Il semble qu'une diminut ion de l ' e f f l u x  de s t é r o l s  en réponse aux ano- 

m a l i e s  s t r u c t u r a l e s  des  HDL-X.C.Tet à l a  dys régu la t i on  du nombre de l e u r s  

r écep teu r s  par  l e s  LDL-X.C.T s o i t  à l ' o r i g i n e  de c e s  accumulations.  



C O N C L U S I O N  E T  P E R S P E C T I V E S  



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L'augmentation du nombre des arguments e n  f a v e u r  d 'échanges  l i p i d i q u e s  

e n t r e  l e  sang  e t  l e  ce rveau  a  peu à peu modi f i é  l e  concep t  d 'autonomie du 

système nerveux c e n t r a l  a i n s i  que c e l u i  d e  son  i so lement  p a r  l a  B.H.E. Cepen- 

d a n t  l e s  m o d a l i t é s  d e  c e s  échanges s o n t  e n c o r e  inconnues .  L ' o b j e c t i f  d e  c e  

t r a v a i l  é t a i t  d ' é t u d i e r  l e  r ô l e  d e s  l i p o p r o t é i n e s  l o r s  d e s  t r a n s f e r t s  l i p i -  

d i q u e s  e n t r e  l e  sang e t  l e  cerveau.  

Nous nous  sommes p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t é r e s s é s  aux l i p o p r o t é i n e s  d e  

h a u t e  d e n s i t é  (HDL) q u i  a s s u r e n t  d ' u n e  maniè re  g é n é r a l e  l e  t r a n s p o r t  r é v e r s e  

du c h o l e s t é r o l  d e s  t i s s u s  p é r i p h é r i q u e s  v e r s  l e  f o i e .  Les  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  

c e s  HDL e t  les d i v e r s  t y p e s  c e l l u l a i r e s  impl iquen t  d e s  r é c e p t e u r s  q u i  recon- 
3 

n a i s s e n t  l e u r s  a p o l i p o p r o t é i n e s  A I  e t  A I I .  D 1 a u t r e p a r t c e s  HDL se d i s t i n g u e n t  

d e s  a u t r e s  l i p o p r o t é i n e s  pa r  l e u r  r i c h e s s e  en p h o s p h o l i p i d e s  t r è s  i n s a t u r é s .  

Dans un premier  temps l ' u t i l i s a t i o n  d 'une  sonde l i p i d i q u e  f l u o r e s c e n t e  

nous  a  permis  d e  m e t t r e  en évidence l e  r ô l e  d e s  HDL dans  l ' a p p r o v i s i o n n e m e n t  
3 

l i p i d i q u e  c é r é b r a l .  

L ' index d e  c a p t a t i o n  c é r é b r a l e  v a r i e  en f o n c t i o n  d e  l ' â g e  d e  l ' a n i m a l  

e t  augnente  en p é r i o d e  d e  m y é l i n i s a t i o n .  L ' i n t e n s i t é  d e s  échanges l i p i d i q u e s  

e n t r e  HDL e t  ce rveau  n ' e s t  pas  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 e  l i p i d e s  véhi-q 3 
c u l é s  par  les l i p o p r o t é i n e s .  Un phénomène d e  s a t u r a t i o n  semble i n d i q u e r  qu'une 

i n t e r a c t i o n  s p é c i f i q u e  d e s  HDL avec  l e s  c e l l u l e s  d e  l a  B.H.E. s o i t  ind i spen-  
3 

s a b l e  dans  les  mécanismes d ' échanges .  D e  p l u s  l ' a b s e n c e  d e  phénomènes d'endo- 

c y t o s e  pa r  r é c e p t e u r s  d é f i n i t  également c e s  échanges pu i sque  l a  p a r t i e  p r o t é i q u e  

d e  l a  l i p o p r o t é i n e  n e  p é n è t r e  pas  dans  l e  ce rveau .  

Une n o t i o n  d ' i n t e r a c t i o n  s p é c i f i q u e  e n t r e  HDL e t  c e l l u l e s  d e  l a  B.H.E. 3 
s e m b l a i t  donc s e  dégager .  E l l e  s ' e s t  conf i rmée  p a r  une é t u d e  s u r  les c e l l u l e s  

e n d o t h é l i a l e s  d e  c a p i l l a i r e s  cé rébraux  en  c u l t u r e .  Ces c e l l u l e s  f i x e n t  d e  

f a ç o n  s p é c i f i q u e  et s a t u r a b l e  l e s  HDL s u r  d e s  s i t e s  r e c o n n a i s s a n t  l ' a p o l i p o -  3 
p r o t é i n e  A I  ou A I I .  E l l e s  n e  s o n t  c a p a b l e s  n i  d ' i n t e r n a l i s e r  n i  d e  dégrader  

l e s  HDL dans  un compartiment lysosomal.  



La r é a l i t é  d e  c e s  i n t e r a c t i o n s  s p é c i f i q u e s  e n t r e  UDL e t  c e l l u l e s  céré- 
3 

b r a l e s  a  également é t é  prouvée p a r  l ' é t u d e  d ' u n  c a s  d e  dysfonct ionnement  d e s  

échanges  l i p i d i q u e s  e n t r e  sang  e t  c e r v e a u  au c o u r s  d e  l a  xanthomatose  cé rébro-  

t e n d i n e u s e  (X. C.T). 

Les anomal ies  d e  l a  compos i t ion  d e s  HDL du s u j e t  S.C .T t a n t  au  n i v e a u  
3 

d e s  a p o l i p o p r o t é i n e s  que d e s  l i p i d e s ,  e n t r a i n e n t  un d é f a u t  d e  f i x a t i o n  d e  c e s  

l i p o p r o t é i n e s  anormales  s u r  l e s  membranes d e  c e l l u l e s  d e  l a  B.H.E. C e t t e  p e r t e  

d ' a f f i n i t é  d e s  HDL p a r  l e u r  r é c e p t e u r ,  a s s o c i é e  à un d é f i c i t  en r é c e p t e u r s  
3 

p e r t u r b e  l e  mouvement d ' e f f l u x  d e s  s t é r o l s  du ce rveau  v e r s  l e  sang.  Les s t é r o l s  

s 'accumulent  peu à peu dans  l e  parenchyme c é r é b r a l  e t  provoquent  l ' a p p a r i t i o n  

d e  d é p ô t s  l i p i d i q u e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c e t t e  ma lad ie .  

A i n s i  l e s  échanges  l i p i d i q u e s  e n t r e  HDL e t  c e l l u l e s  n e  r e p o s e n t  pas  s u r  

l e s  phénomènes d ' endocy tose  p a r  r é c e p t e u r  e t  d ' h é t é r o p h a g i e  q u i  c a r a c t é r i s e n t  

l e  t r a n s f e r t  du c h o l e s t é r o l  d e s  l i p o p r o t é i n e s  d e  b a s s e  d e n s i t é  (LDL) aux c e l -  

l u l e s  d e s  t i s s u s  p é r i p h é r i q u e s  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  du r é c e p t e u r  B.E.  Le  modèle 

l e  p l u s  a d a p t é  suppose  d e s  échanges  d i r e c t s  e n t r e  l e s  -KIIL e t  l e s  nemeranes 

p lasmiques .  

L o r s  de  l a  v a l i d a t i o n  d e  n o t r e  v e c t e u r  l i p i d i q u e ,  nous  avons pu m e t t r e  

en é v i d e n c e  à e s  Gchanges l i p i d i q u e s  e n t r e  l e s  iiDL p o r t a n t  l a  sonde f l u o r e s -  
3 

c e n t e  e t  l a  nenbrane  plasmique d e  p l a q u e t t e .  La m a j o r i t é  d e  l a  sonde f l u o r e s -  

c e n t e  q u i t t a i t  l a  l i p o p r o t é i n e  pour s ' i n s é r e r  d a n s  l a  b icouche  membranaire,  

c o n s t i t u a n t  un poo l  l i p i d i q u e  échangeab le  avec  d e s  a c c e p t e u r s  l i 2 i d i q u e s  du 

m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e .  Au f u r  e t  à mesure  que l a  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  f l u o r e s -  

c e n t e  (NBD-PC) é t a i t  p rogress ivement  d é g r a d é e  en d i a c y l - g l y c é r o l  f l u o r e s c e n t  

(NBD-DAG), l a  sonde d e v e n a i t  d e  moins e n  moins r é t r o c é d a b l e  au  m i l i e u  e x t r a -  

c e l l u l a i r e ,  t r a d u i s a n t  un phénomène d e  m i g r a t i o n  du NBD-DAG du f e u i l l e t  mem- 

b r a n a i r e  l e  p l u s  e x t e r n e  v e r s  l e  f e u i l l e t  l e  p l u s  i n t e r n e .  C e t t e  d é g r a d a t i o n  

d e  l a  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  semble i m p l i q u e r  l ' a c t i v a t i o n  d e  p h o s p h o l i p a s e s  C 

in t ramembrana i res  e n  réponse  à l a  f i x a t i o n  d e s  HDL s u r  l e u r s  s i t e s  r é c e p t e u r s .  
3 

Ces p h o s p h o l i p a s e s  C e x i s t e n t  b e l  e t  b i e n  dans  l a  p l a q u e t t e  (BESTERMAN e t  c o l l . ,  

1988,  ZUCKER e t  NACH'MIAS, 1985) ,  e t  l e u r  a c t i v a t i o n  p o u r r a i t  r é s u l t e r  du cou- 

p l a g e  a v e c  un r é c e p t e u r  ou un c a n a l  i o n i q u e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e s  p r o t é i n e s  G 

(MICHELL et KIRK, 1986) .  Le d i a c y l - g l y c é r o l  p r o d u i t  p o u r r a i t  a l o r s  j o u e r  l e  

r ô l e  d e  second messager e t  a c t i v e r  d i v e r s e s  p r o t é i n e s  k i n a s e s  (NISHIZUKA, 1986) .  



Il a é t é  démontré au l a b o r a t o i r e  que l a  f i x a t i o n  des  HDL s u r  les 
3 

p l a q u e t t e s  a c t i v a i t  les phosphol ipases  C e t  A membranaires, suggérant  a i n s i  
2  

que les HDL doivent  être cons idé rées  autrement que comme d e  s imples  v e c t e u r s  

de  l i p i d e s .  

Notre  hypothèse de t r a v a i l  concernant  l e s  phénomènes impliqués dans l a  

c a p t a t i o n  des  a c i d e s  g ra s  p o l y i n s a t u r é s  f a i t  une l a r g e  p l a c e  aux phénomènes 

métabol iques déclenchés par  du r écep teu r  HDL 3 ' 

La source d'AGPI s e r a i t  l a  phosphatidyléthanolamine (PE) q u i  r e p r é s e n t e  

au n iveau  des  HDL l a  c l a s s e  l a  p l u s  i n s a t u r é e  d e  phosphol ipides .  Des é tudes  
3 

p r é l i m i n a i r e s  nous ont  montré que l a  PE d e s  HDL s ' i n t é g r a i t  très fac i lement  
3  

dans les membranes plasmiques,  mais q u ' e l l e  n ' é t a i t  pas  dégradée comme l a  PC 

en d i acy l -g lycé ro l .  

La PE par méthylat ion s é q u e n t i e l l e  donne na i s sance  à des  d é r i v é s  mono, 

d i  et tri- méthylés de l a  PE, c e  d e r n i e r  é t a n t  l a  PC..Cette v o i e  métabolique 

q u i  c o n v e r t i t  l a  PE en PC est c a t a l y s é e  par  l a  phosphatidyléthanolamine 

N-méthyltransférase (EC 2.1.1.17) dont l a  p résence  au  n iveau  c é r é b r a l  est 

largement prouvée (BLUSZTAIN e t  WURTMAN, 1981).  La PC a i n s i  formée par  méthyla- 

t i o n  s é q u e n t i e l l e  d e l a P E  se c a r a c t é r i s e  par  un t a u x  très é l e v é  d'AGPI : 

43,4% c o n t r e  4,6% dans l a  PC s y n t h é t i s é e  par  condénsat ion du d i acy l -g lycé ro l  

e t  de  l a  CDP-choline ou par échange d e  base  e n t r e  les  d i v e r s  phosphol ipides  

(TACCONI et WURTMAN; 1985). C e t t e  PC très i n s a t u r é e  c o n s t i t u e  probablement 

un pool d i s t i n c t  aux fonc t ions  physiologiques p a r t i c u l i è r e s .  

Des t ravaux d é j à  anc iens  (CREWS e t  c o l l . ,  1981) on t  r e l i é  l e  procédé d e  

méthyla t ion  de l a  PE e t  l ' a c t i v a t i o n  d e  l a  N-méthyltransférase à l ' o ccupa t ion  

d'un r é c e p t e u r  par  un agon i s t e .  La f i x a t i o n  d'IgE s u r  l e u r s  r é c e p t e u r s  de 

s u r f a c e  augmentait  l e  turnover  des  phosphol ipides  méthylés  e t  a c t i v a i t  des  

phosphol ipases .  

Notre  hypothèse de t r a v a i l  est donc l a  s u i v a n t e  : 

- l a  PE des  HDL s ' i n t é g r e r a i t  à l a  membrane plasmique des  c e l l u l e s  en- 
3  

d o t h é l i a l e s  de l a  B.H.E. d è s  l a  f i x a t i o n  d e s  HDL s u r  l e u r s  r é c e p t e u r s  ce l l u -  
3  

l a i r e s .  



C e t t e  f i x a t i o n  serait  s u i v i e  d 'une  c a s c a d e  d ' a c t i v a t i o n  enzymatique 

schémat isée  f i g u r e  c i -dessous .  Une a c t i v a t i o n  récepteur-dépendante  d e  l a  

N-méthyl t ransférase  c o n v e r t i r a i t  l a  PE e n  PC t r è s  i n s a t u r é e  q u i  s e r a i t  

dégradée  sous l ' a c t i o n  d e  d i v e r s e s  p h o s p h o l i p a s e s .  Une a c t i v a t i o n  d e s  PLA 
2 

l i b é r e r a i t  l ' a c i d e  g r a s  en  p o s i t i o n  s n  a l i m e n t a n t  a i n s i  d i r e c t e m e n t  l e  
2 

cerveau  en AGPI. P a r  c o n t r e  une a c t i v a t i o n  d e s  PLC d é g r a d e r a i t  l a  PC en DAG 

q u i ,  a p r è s  m i g r a t i o n  v e r s  l e  f e u i l l e t  p r o t o p l a s m i q u e  s e r a i t  phosphorylé  en  

a c i d e  phospha t id ique  e t  p r i s  en charge  p a r  d e s  p r o t é i n e s  d e  t r a n s f e r t  v e r s  

l e  r é t i c u l u m  endoplasmique (SLEIGHT et  PAGANO, 1985,  MARTIN et PAGANO, 1 9 8 7 ) .  

Le bu t  de n o t r e  t r a v a i l  s e r a  d e  v é r i f i e r  c e t t e  hypothèse,  e t  r e c h e r c h e r  

l e s  d i v e r s e s  a c t i v i t é s  enzymatiques q u i  a s s u r e r a i e n t  l ' a p p o r t  des  a c i d e s  g r a s  

au cerveau.  

---- MEMBRANE CYTOPLASMlQn - - - - - - - - - - - - 

4 -! - - 

ilil! a ' AP AGPI 

uanslert uansfert 

REïICULUM ENDOPLASMIQUE 

PE : PHOSPHATIDYL ETHANOLAMINE 
AP : ACIDE PHOSPWTIDMUE 
AGPI :ACIDE GRAS POLYINSATURE 
PLA2 : PHOSPHOLIPASE A2 

PC : PHOSPHATIDYL CHOLINE 
DAG : DlGLYCERlDE 
tyso PC : iyso PHOSPHATIDYL CHOLINE 
PLC : PHOSPHOLIPASE C 
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Fiche Technique 1 

PREPARATION DES LDL, HDL3 ET DU LPDS 

-ef. H A V E L  R . J . ,  E D E R  H . S . ,  B R A D G O N  J . H .  The d is t r ibut ion and 
chemical composition of ul tracentrifugally  separated  l ipoproteins in 
human serum. 
J .  Clin. Invest. (1955), 34, 1345-1353. 

PRINCIPE 

L'ultracentrifugation d'un plasma, ajusté à une densité saline bien 
définie, permet de faire flotter et de sédimenter les lipoprotéines. 

MATERIEL ET METHODES 

Les LDL et HDL sont préparées à partir d'un pool de plasmas 
normolipémiques. La densité saline est ajustée à l'aide de KBr solide. Les 
ultracentrifugations sont effectuées à 40 KRPM par une centrifugeuse 
Beckman modèle L5.50B. munie d'un rotor 50.2 Ti, à 4°C et pendant 24 heures. 

LDL (1,030 < d < 1,053) 
- centrifugation à 1,030. 
- le  sousnageant ramené au volume initial es t  reccntrifugé à 
1,030. 
- le sousnageant est ajusté à 1,053 et centrifugé. 
- l e  surnageant est ramené au volume initial et  recentrifugé à 
1,053. 
- la fraction supérieure d e  cette 4 è m e  cent r i fuga t ion  est  
constituée de LDL. 

. Les HDL3 sont préparées selon le même protocole entre la densité 1,12 et 
1.21. 

Le LPDS (d > 1.25) est constitué de la fraction inférieure de deux 
centrifugations successives à la densité de 1,25. 

LDL, HDL3 et LPDS sont dialysés extensivement contre un tampon Tris 
0.01 M/NaCl 0.15 MEDTA 0.02 %, pH 7,4. 

Les lipoprotéines sont filtrées stérilement sur filtre Millipore dc 0.22 Fm 
et conservées à 4OC pendant 3 ou 4 semaines. 

Le LPDS est ramené à son volume initial, passé sur filtre dc 0.45 F m ,  
dicomplimenté 30 min. à 56°C et stocké à -20°C. 

On notera que les lipoprotéines de rat ou dc boeuf sont isolécs aux 
mêmcs densités. 
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Fiche Technique 1 bis 

PREPARATION DES LIPOPROTEINES PAR ULTRACENTRIFUGATION EN 
GRADIENT DE DENSITE. 

R& C H A P M A N  J . ,  G O L D S T E l N  S . ,  LAGRANGE D., L A P L A U D  P . M .  A density 
gradient ultracentrifugal procedure for the isolat ion of the major 
lipoprotein classes from human serum. 
J .  Lipid. Research., (1981), 22, 339-358. 

PRINCIPE 

Les l ipoprotéines sont  séparées  selon l eu r  dens i té  par  
ultracentrifugation sur un gradient de densité. 

Préparation de I'échantillon, 

Le plasma normolipémique additionné de: 
- azide 0.01% (plv) 
- EDTA 0.04% (plv) 
- mertiolate 0.001% (plv) 

est ajusté à la densité de 1.21 avec du KBR solide (0,325 g/ml). 

Les solutions de densités différentes ajustées avec du KBR solide sont 
déposées dans l'ordre suivant dans des tubes "ultra-clear" (Beckman 14 X 
89 mm). 

- 2ml de solution de densité 1.24 
- 3ml de semm ajusté à la densité de 1,21 
- 2ml de solution de densité 1,063 
- 2.5ml de solution de densité 1,019 
- 2,5ml de solution de densité 1,006 

Le gradient de densité se forme lors de  la centrifugation à 40 000 
tourslmn. durant 48 heures à 15OC dans un rotor SW 41 à godets mobiles. 

Récupération des . . lipoproteines, 

Les lipoprotéines se répartissent dans l'ordre suivant de la densité la plus 
faible à la densité la plus forte nous trouverons: 

- une crête de chylomicrons 
- 0,7 ml de VLDL 
- 1.8 ml de LDL 
- 1.3 ml de HDL2 
- 1.6 ml de HDL3 

Ces différantes fractions apparaissent sous forme de bandes plus ou 
moins colorées. Leur récupération se fait en persant le fond du tube, leur 
dialyse et lcur filtration se fait selon le protocole défini fiche technique 1. 



Fiche Technique 2 

SEPARATION DES LIPOPROTEINES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL 
FiLTRATION SUR COLONNE DE SUPEROSE 6B. 

Bef.  HA Y.C. et BARTER P.J. Rapid separation of plasma lipoproteins 
by gel permeation chromatography on agarose gel Superose 6 8  
J.Chromatogr. (1 985) , Hl, 154-1 59 

PRINCIPE 

La séparation des différentes lipoprotéines par FPLC est réalisée en 
fonction de leur taille. 

MATEREL ET METHODE 

- FPLC (Pharmacia). 
- Colonne 80 cm x 1.6 cm (Pharmacia). 
- gel d'agarose Superose 6B (Pharmacia). 
- tampon Nacl 0.15M ; Na2EDTA 0,01% ; NaN3 0.02% pH7.2 
filtré et dégazé au moment de l'emploi. 

Les lipoprotéines totales sont obtenues par ultracentrifugation et sont 
amenées à une densité inferieure à 1,21 en KBr. La colonne de Superose 6B est 
préequilibrée en tampon NaCl. 2ml d'échantillon filtrés et dégazés sont déposés 
sur la colonne pour un débit de 0.50 mllmin. et sont élués par le même tampon 
à un débit de 0.75 mllmin.. 

L'élution des protéines est suivie par la mesure d'absorbance à 280 nm. 
Les 32 premiers ml élués sont éliminés puis les fractions de 2 ml sont récoltées. 



Fiche Technique 3 

DOSAGE DES PROTEINES : TECHNIQUE DE PETERSEN 

. PETERSEN G .  A simplification of the protein assay method of 
Lowry which is more generally applicate. 
An. Biochem. (1977) , a, 346-356 

PRINCIPE 

La méthode de Lowry est une méthode excellente pour le dosage des 
proteines en milieu aqueux mais mal adaptée pour le dosage des lipoprotéines. 
A cette dernière, on préferera la methode de Petersen qui utilise du SDS comme 
détergent pour les molécules liposolubles. 

- réactif 1 : carbonate à 20% (Na2C03 anhydre : 50 g qsp 250 ml H20). 
- réactif 2 : (CUS04, 5H20 : 0.5 g + Tanrate de Na et K : lg qsp 250 ml H20). 
- réactif 3 : NaOH 0.8 N :16 g qsp 500 ml H2O. 
- réactif 4 : H20  
- réactif 5 : SDS à 10% : 50 g qsp 500 ml. 

Le  mélange réactionnel est  préparé à partir des  solutions 
précédentes .  
0,5 vol. de 1 + 0,s vol. de 2 + 1 vol. de 3 + 1 vol.de 4 + 1 vol. de 5. 

- gamme étalon de sérum albumine de O à 1 mg/ml. 

2) MODE OPERATOIRE 

A 100 pl de solution à doser ajouter 1 ml du mélange réactionnel, agiter 
puis incuber 10 min. à température ambiante. Ajouter 0.5 ml de réactif de Folin 
dilué au 116 et incuber 30 min. à l'obscurité. La lecture de la D.O. se fait à 750 
nm . 



Fiche Technique 4 

DOSAGE MMUNOENZYMATIQUE DES APOPROTEINES 
(méthode sandwich) 

&A$. FIEVET C . ,  DEMARQUILLY C . ,  LUYEYE I . .  Utilisation d'anticorps 
polyclonaux et monoclonaux pour le dépistage de l 'a thérosclérose .  
Intérêt de nouveaux marqueurs. 
Ann. Biol. Clin. (1985), Q, 493-499 

PRINCIPE 

Les apolipoprotéines A-1, A-II, B. C-III et E sont mesurées par une 
méthode immunoenzymatique non compétitive, de type "Sandwich" applicable 
avec des anticorps polyclonaux et monoclonaux. Le principe et les différentes 
étapes de ce dosage sont représentés par la figure ci-dessous. 

< 7 

rtm 

'\antntrwgs'l \ar~ticmr 2 WWC ~ C K ~ I D ~  calorte 
merotnral10n b la ptfoivdase m v m e  substrat 

J 

RE ACTIFS 

- Tampon PBS 0.1 M pH 7,4 
* Phosphate disodique .................................................. 27 g 
(P04Na2H. 12 H20) 

........................................... * Phosphate monosodique 4 g 
(P04NaH2,2 H20) 

................................................................................ *NaCl 9 g 
................................... * Eau distillee qsp ...................... ; 1 litrc 

- Tampon PBS-BSA 
* BSA à 1% dans PBS ...................................................... 1 g pour 100 ml 

- Tampon phosphatc citrate pH 5,s 
........................................ * Phosphatc disodique 0.1 M O ml 

(P04Na2H. 12 H20) 
* Citrate de sodium 0.1 M .............................................. 200 ml 

- Substrat 
............................... * OrthophEnylEncdiaminc (OPD) 37.5 g 

* Tampon phosphatc citratc ....................................... 12.5 ml 
................................................. * Eau oxyginic (H202) 8 CL] 



100 pl de la solution d'anticorps à 10 pg/ml en PBS sont déposés dans les puits 
d'une plaque de microtitration de la firme Costar (Cambridge Mass 02139) puis 
incubés 1 nuit à température ambiante, 2 heures à +37OC ou 48 heures à +4OC 

Lavages (3) .................................. PBS 
Dépôt de l'antigène ..................... 100 p 1 de la solution d'antigène dans du 

PBS-SAB 
Lavages (3) .................................. PBS 
Conjugué ...................................... 100 p l  de la solution d'anticorps marqué 

à la peroxydase 
Lavages (3) .................................. PBS 
Substrat ........................................ 100 pl 
Arrêt de la réaction .................... 100 pl de HCl 1 N 

La mesure de la DO est effectuée à 492 nm. Elle est proportionnelle à la quantité 
d'antigènes presents dans l'extrait. 
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Fiche Technique 5 

ANALYSE DES LIPOPROTEINES EN GEL DE POLYACRYL,AMIDE 

Béf .  Cette analyse est commercialisée par la firme SEBIA.  

PRINCIPE 

Les lipoprotéines sont soumises à une séparation électrophorétique en 
gel de polyacrylamide en gradient discontinu. 

Le support commercialisé par la firme SEBIA est constitué de 2 gels de 
polyacrylamide de concentrations différentes : 2% dans la couche supérieure 
dans laquelle se trouvent les puits de dépôt et 3% dans la couche inférieure. La 
migration électrophorétique et la filtration moléculaire interviendront dans 
la séparation des diverses lipoprotéines. 

Les chylomicrons qui sont de très grosses molécules resteront dans le 
puits de dépôt, tandis que les autres lipoprotéines migreront sous l'action d'un 
champ électrique. Le premier gel à 2% arrêtera les VLDL tandis que le gel à 
3% assurera la séparation des LDL et HDL. 

MATERIEL ET METHODES 

- Tampon lipofilm (dosages concentrés  à diluer  dans 1 
l i t re ) .  
- Lipofilms (coffret de 10 films hydratés avec support rigide, ponts de 
papier filtre et un flacon de colorant en solution). 
Le lipofilm dans son emballage d'origine e s t  parfaitement 
stable pendant au moins 18 mois, mais lorsqu'il est tamponné, il 
ne doit pas être conservé plus de 8 jours à 4°C. 
- Colorant noir soudan. 

a) Précoloration des échantillons : 

Préparer le mélange colorant en ajoutant en premier un volume de 
colorant (50 p l )  puis un volume de sCmm (50 pl). Bien agiter et laisser et1 
incubation 30 min. à température ambiante et à l'abri de la lumière. 

Pour les taux de lipides très élevés >20 g il est préferable de diluer le 
sémm en eau physiologique avant d'effectuer la précoloration, de façon à se 
trouver avec un taux de lipide normal ou <15 g. 

Déposer 5 p l  de plasma précoloré dans les puits de d6pôts. mettre sous 
tension : 250 V (8 mA par film). Le temps de migration est de 60 à 80 min. de 
façon à avoir une séparation entre les HDL et les LDL de 4 à 5 mm. 



Lavarre et conservation : 

Après interprétat ion,  immerger la plaque dans l e  bac de lavage 
contenant 5% d'acide acétique et 2% d'éthylène glycol (ou 0,5% de glycérol) en 
eau déminéralisée. 
Placer le bac sur  un agitateur magnétique. Agiter pendant une heure puis 
sortir le  gel, le déshydrater à température ambiante ou s u r  une source de  
chaleur (étuve ventilée ou séchoir). 
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Fiche Technique 6 

OBSERVATION DES LIPOPROTEINES EN 
MICROSCOPIE ELECTROMQUE 

Béf .  TALL A.R.  , HOGAN V .  , ASKINOZI L. ,  SMALL D.M.  Interaction 
of  plasma high density l ipoproteins wi th dimyristoyl  lecithin 
multilamellar liposomes. 
Biochemistry (1978) , LZ, 322-326 . 

PRINCIPE 

Les différentes classes de lipoprotéines sont observées au microscope 
électronique après coloration négative. 

MATERIEL ET METHODE 

Une goutte de lipoprotéines (environ 80 à 100 pg) est déposée sur une 
grille (300 mesh) recouverte d'une membrane de parlodion légèrement 
carbonée pour éviter les échauffements locaux. 

Les lipoprotéines sont ensuite contrastées négativement avec une 
solution de phosphotungstate de sodium à 2% de pH 6,8 pendant des temps 
s'échelonnant de 20 S. à 1 min. L'observation des préparations est réalisée avec 
un microscope électronique Philips EM 420. 
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Fiche Technique 7 

METHYLATION DES LDL 

m. WEISGRABER K .  H . ,  INNERARITY T .L . ,  MAHLEY R.W. Rôle of the 
lysine residues of plasma l ipoproteins i n  high affinity binding to 
ce11 surface receptors on fibroblasts . 
J .  Biol. Chem. (1978 ), a, 24 , 9053-9062. 

PRINCIPE 

Les fonctions amines des résidus lysine des LDL sont méthylées par la 
formaldéhyde en milieu réducteur. 

MATERIEL ET METHODE 

- LDL : 2 à10 mgml  
- Tampon NaCl 0.15iWïris 10 mM/EDTA 0.02%. pH 7,4 
- Tampon borate 0.3 M. pH 9. Le pH est obtenu par mélange de 
solutions d'acide borique 0.3 M et de borate de sodium 0,3 M. 
- Borohydrure de sodium : 1 mg 
- Formaldehyde aqueuse : 37% 
- Colonne de  Sephadex G50 (Farmacia) 

Les LDL sont diluées 1.5 fois avec du tampon borate. La  réduction 
s'effectue à O°C sur glace et commence en additionnant 1 mg de  borohydrure 
de  sodium et  1 p l  de formaldehyde. 1 p l .  d e  formaldehyde es t  ajouté 
successivement à 6, 12, 18, 24 puis 30  minutes d'incubation. La solution est 
chromatographiée sur colonne de Sephadex G50. 

Le contrôle de  la réduction se  fait en  Lipofilm et en microscopie 
é l e c t r o n i q u e .  



Fiche Technique 8 

PREPARATION DE HDL DEPOURVUES D'APOLIPOPROTEINE E 

W. GIBSON J . C . ,  RUBINSTEIN A . ,  NGAI N . .  Immunoaffinity isolat ion 
of apol ipoprotein E containing l ipoproteins.  
Biochim. Biophys. Acta. (1985), &2r,113-119. 

PRINCIPE 

La fraction de HDL dépourvues d'apolipoprotéine E, est obtenue par 
passage d'une solution de HDL3 sur un immunoadsorbant anti-apo E 

. polyclonal-Sépharose 4 B (BrCN). Le profil d'élution est illustré ci-dessous. 

FlATERlEL ET METHODE 

- Tampon d'équilibrage (A) 
..................................... * P04Na2H 0.1 M 

* NaCl ................................................ 0.05 M 
* EDTA .............................................. 0.01% 
* NaN3 .............................................. 0.0 1 % 

- Tampon NaCl 0.5 M (B) 
- Tampon glycocolle HCl 0,25 M pH 2.5 (C) 
- Tampon thiocyanate de potassium (KSCN) 3M (D) 
- Tampon NaCl 0.15 M. Na2 EDTA 0.02 % pH 7.2 

Equilibrer la colonne d'affinité anti apo E-Sépharose 4B. (8 cm x 2 cm). 
débit 60 mlheure avec le tamDon A. - -. 

Déposer 4.5 ml d'une solution de HDL3 (2.2 g/l) dialysée contre le tampon 
A, débit 30 mllheure et incuber une nuit à température ambiante. 

Eluer successivement avec : 
- 20 ml de tampon A = fraction non rctenue (HDLE-). 
- 20 ml de tampon B. 
- 20 ml de tampon C = fraction 2 retenue. 
- 20 ml de tampon D. 

Dialyser immédiatement lcs fractions 1 ct 2 contrc le tampon NaCl 0.15 M 
pH 7.2. 

Contrôle de la prkparation 

L'absence d'apolipoprotéine E dans la fraction Cluée est vérifiée par 
dosage ELISA (Sandwich) illustré fichc tcchniquc 4. 

CLV pH2.S KSCN 



Fiche Technique 9 

CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE SEPHAROSE 4B COUPLEE 
A UN ANTICORPS ANTI-APO B. 

m. KOFFIGAN M.,LARUE C. ,  RIVAT C . ,  TACQUET A., GUERAUD V. ,  FRUCHART J.C. 
Specific removal of apolipoproteins B containing lipoproteins by 
imrnonoadsorption.  
Annual Scientific- meeting "Europeen Society for clinical investigation", 
1983, April, Travelmünde, West  Gerrnany. 
AXEN R . ,  PORATH J . ,  ERNBACK S. Chernical coupling of peptides and 
proteins to polysaccharides by means of cyanogen halides. 
Nature, (1967). U, 1302-1304. 

PRINCIPE 

Les lipoprotéines contenant des apolipoprotéines B (VLDL et LDL) sont 
retenues par chromatographie sur colonne de sépharose 4B sur laquelle sont 
couplées des anticorps anti apo B. 

MATERIEL ET hEïHODES 

-   réparation de la séuharose-anti aDo B, 
La préparation de la sépharose 4B-anti apo B se fait en 2 étapes : 

préparation de l'adsorbant et couplage de l'anticorps anti-apo B. 

*préparation de l'adsorbant 
- 8 gr de sépharose 4B activés sont mis à gonfler dans 30 à 40 ml d1HC1 
M. durant 15 minutes. 
Ils sont déposés sur verre fritté : porosité 1 à 2 vm (n03) et sont lavés 

avec 1.5 1 d' HCI 1 0 - ~  M, puis 800 ml de NaH03 0.1 M. NaCl O,5M. Cette opération 
s'effectue plusieurs fois. 

*couplage des anticorps anti-apoB 
- Mise en contact du gel avec 15 mg d'anticorps anti apo B par gramme de 

gel sec et agiter doucement 2 H. à température ambiante ou un nuit à 4OC. 
- Laver avec 100 ml de tampon NaHC03 0,1M, NaCl 0.5 M. 
- Bloquer les sites actifs encore libres par la glycine M pH 8 à raison de 

20 ml/g de gel sec en agitant doucement 2 H. à température ambiante. 
' - Laver 3 fois alternativement avec 100 ml de tampon acétate de Na 

(0,1M), NaCl (M) pH 4 et lOOml de tampon borate de Na (0,1M), NaCl (M) pH 8. 
- terminer par un lavage avec une solution de NaCl 0.5 M. 

-immun0 épuration 
Une colonne pharmacia de 200 mm de long et de 16 mm de diamètre est 

remplie de sépharose anti apo B, puis équilibrée dans du tampon PBS 0'1 M 
10 ml de plasma sont déposés à la surface du gel et sont adsorbés sur la 

colonne. A raison d'un débit de 80 ml/H, nous obtenons l'élution du premier 
pic de plasma riche en HDL de 55 ml. Les lipoprotéines riches en apo B (VLDL 
et LDL) sont éluées par 40 ml de tampon glycine-HC1 0,2 M pH 2,8 en réglant le 
débit à 40 ml/H. 

concentration 
La fraction plasmatique épurée de ses lipoprotéines riches en apo B doit 

c t re  concentrée pour  él iminer  l 'effet  d e  di lut ion amené par  
I'immunoépuration.(cellule AMICON équipée d'une membrane PM 10) 

- controle de la ~ r é ~ a r a t i o n  
par électrophorèse en gel de polyacrylamide (fiche technique 5) 
par dosage des apoprotéines AI (fiche tcchnique 2) 
par microscopie électronique (fiche technique 6) 



Fiche Technique I O  

CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE SEPHAROSE 4B COUPLEE 
A UN ANTICORPS ANTI-APO AII. 

m. KOREN E. ,  PUCHOIS P . ,  ALAUPOVIC P . ,  FESMIRE J . ,  KANDOUSSI A.,  FRUCHART 
J . C .  Quantif icat ion of two different types  of apol ipoprote in  AI 
con ta in ing  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e s  in  p lasma  b y  enzyme- l inked  
differential-antibody immunosorbent a s say .  
CLIN. C H E M . ,  (1987), 33(11, 38-43 

PRINCIPE 

Les lipoprotéines contenant d e  l 'apo AI1 sont retenues par 
chromatographie sur colonne de sépharose 4B sur laquelle sont couplés des 
anticorps anti apo AII. 

La préparation de l'adsorbant et  le couplage d'anticorps est identique à 
celui décrit fiche technique 9. 

Une colonne PHARMACIA de 200 mm de long et de 16 mm de diamètre est 
remplie de sépharose anti Apo AII, puis équilibrée en tampon Na2HP04 pH 6.5. 

Une solution de HDL équivalente à 10 ml de plasma est déposéee à la 
surface du gel et est adsorbée sur la colonne anti apo AII. Pour un débit de 80 
ml/H, nous obtenons l'élution d'un premier pic riche en LpAI. Les LpAII ou 
LpAI-AI1 sont éluées par 40 ml de tampon glycine-HC1 0,2M pH 2,8 en réglant 
le débit à 40 ml/H. La fraction riche en LpAI peut être à son tour purifiée sur 
colonne de sépharose 4B couplée à un anticorps anti apo AI suivant le même 
protocole. 

Les différentes fractions sont concentrées et controlées selon le protocole 
décrit fiche technique 9. 
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Ficlte Technique I I  

PREPARATION DES LIPOPROTEINES FLUORESCENTES 

. BROCKMAN H.L., LOW J.H., KEZDY F.J.. Catalysis by adsorbed 
enzymes.  
J .  BIOL. CHEM. (1973), m , 1 4 ,  4965-4970 

PRINCIPE 

La préparation des lipoprotéines contenant des  phospholipides 
fluorescents se fait par simples réactions d'échanges entre des vésicules de 
phospholipides et des lipoprotéines. 

Afin de séparer facilement les vésicules lipidiques des lipoprotéines, les 
phospholipides fluorescents seront fixés sur des billes de verre. 

MATEREL ET METHODES 

- Billes de verre, 80 à 100 mesh (Interchim). 
- 7 chloro-4-nitrobenzo-2-oxa- 1.3 diazole-phosphatidyl choline ou 

NBD-PC en solution chloroformique (1 pg/ml), ( ~ v a n t i ,  Birmingham, AL 3521, 
USA). 

400 pg de billes de verre sont placés dans 400 pl de NBD-PC ou NBD-PE, le 
solvant est évaporé sous azote, les billes recouvertes de phospholipides sont 
mises en contact avec 1 ml de plasma ou par l'équivalent en lipoprotéines avec 
un mouvement rotatif de 22 retournements par min.. Le contact se fait soit 3 
heures à température ambiante soit 24 heures à 4OC. 

Les particules fluorescentes sont séparées des billes de verre par simple 
centrifugation (1000 t/mn.pendant 3 mn.). 
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Fiche Technique 12 

MARQUAGE RADIOACTIF DES LIPOPROTEINES 

Bef .  BILHEIMER D.W.,EISENBERG S . .  LEVY R . I .  The metabol i sm of 
very low densiry lipoproteins. 
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 212-221. 

PRINCIPE 

Le marquage des protéines résulte de la fixation de la partie cationique 
de la molécule d'iodine radioactive sur le noyau benzénique des résidus 
tyrosine. L'efficacité du marquage est améliorée par l'adjonction à l'iodine 
radioactive, d'iodine monochloride convertie en hypoiodite. 

REACTFS 

- lipoprotéines à la concentration en protéines de 2 mglml. 
- tampon glycine lM, NaCl 1M. pH 9.6. 
- 1 2 5 ~ - ~ a  (Amersham) 3,7 GBqIml. 
- tampon NaCl 0,15 M, Tris 10 mM, EDTA 0,02%. pH 7,4. 
- solution d'ICI 0.033 M en NaCl lM, HC1 1 M. 
- acide trichloracétique 20% (PN). 

Les mélanges suivants sont préparés extemporanément : 

solution A - 1 ml de lipoprotéines 
- 0,2 ml de tampon glycine-NaC1 

solution B - 10 p l  de l 2 5 1 - ~ a  
- IO pl de ICI 
- 0.2 ml de tampon glycine-NaC1 

Le contenu de la solution B est transféré dans la solution A et l'ensemble 
est rapidement passé au vortex. La solution est déposée sur colonne de gel 
filtration PD-IO (PharmaciaISéphadex G25) équilibrée en tampon Tris-NaCl. En 
sortie de colonne, l'éluat est recueilli par fractions de 15 gouttes. 1 pl  de chaque 
tube est prélevé et compté. Les tubes contenant les 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  sont rassemblés et 
la solution est stérilisée par filtration. 

2) CONTROLE DE MAROUAGE 

Le contrôle permet de déterminer les pourcentages de radioactivité liée 
d'une part à la fraction protéique et d'autre part à la fraction lipidique de la 
l ipoprotéine.  



a) Détermination de la radioactivité liée aux protéines. 

Les protéines de 10 p l  de 2 5 ~ - ~ ~ ~  ou de  2 5 ~  - H D L ~  sont précipitées en 
présence de 100 vl de sérum par 1 ml de TCA 20% pendant une nuit à 4OC. Après 
centrifugation, le culot protéique est lavé par le même volume de TCA 20%. La 
radioactivité est mesurée sur le culot obtenu après centrifugation. 

b) Détermination de  la radioactivité liée aux lipides. 

La fraction lipidique est extraite sela la méthode de  Folch et al. (1957) (Fiche 
techniquel3).  Un ml de  solvant d'extraction chloroformelméthanol (211) est 
ajouté à 10 pl de 1 2 5 1 - L ~ L .  Après agitation, 200 pl  de solution de NaCl 0.15 M sont 
ajoutés. Le  mélange est déphasé une nuit à 4OC. La phase inférieure lipidique 
es t  ensuite lavée 3 fois à l'aide du liquide de  lavage (phase supérieure d'un 
mélange chloroforme/métanol/eau - 81413 - à laquelle est ajouté du NaCl à 
raison de  2,9 1 )  La radioactivité est  finalement mesurée sur la phase 
inférieure lipidique. 



Fiche Technique 13 

EXTRACïION DES LIPIDES 

RgL FOLCH J. , LEES M .  , SLANE-STANLEY G.H. ; a simple method for 
the isolat ion and puri f icat ion of to ta l  l ip ids  from animal 
t i ssues .  
J.Biol.Chem. (1957). 224 , 497-509. 

PRINCIPE 

L e s  t issus sont broyés mécaniquement  dans  le  mélange 
chloroforme-méthanol. Le méthanol dénature les protéines et le chloroforme 
favorise la mise en solution des lipides totaux . Après addition d'eau et 
déphasage , la phase hydro-alcoolique supérieure contient des substances 
hydrosolubles tandis que la phase inférieure chloroformique renferme les 
lipides totaux . 

MATERTEL ET METHODE 

1) REACTIFS : 

- Solvant d'extraction chloroforme/méthanol (211 - v/v) . 
- Solution de NaCl à 7,5 g/l 
- Liquide de lavage : Chloroforme ...................... 8 volumes 

............................ Méthanol 4 volumes 
Eau ....................................... 3 volumes 

Agiter en ampoule à décanter. Laisser 
reposer  1 H. e t  récupérer  la  phase 
supérieure.  Mesurer l e  volume d e  la 
phase  supérieure et  addi t ionner  NaCL 
à raison de 2.9 g pour 1000 ml. Agiter 
jusqu'à dissolution complète. 

2) EXTRACTION : 

- l g  de tissu est homogénéisé dans 20 ml de solvant d'extraction à l'aide 
d'un homogénéisateur Ultre-Turrax. Laisser reposer 24 H. et filtrer sur filtre 
sans cendres en rinçant bien le haut du filtre avec le mélange d'extraction. 

- Ajouter 4 ml de solution de NaCl à 7.5 g/l et agiter v igoureusemen t  
pendant 1 min. 

- Abandonner une nuit à température ambiante pour permettre le 
déphasage. Siphonner la phase hydroalcoolique et laver trois fois la phasc 
chloroformique avec le liquide de lavage. 

- Après évaporation sous azote de la phase chloroformique, les extraits 
lipidiques sont conservés à -20' dans le chloroforme et sous azote . 
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Fiche Technique 14 

SEPARATION DES PHOSPHOLIPIDES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR 
COUCHE MINCE 

m. ROUSER G . ,  KRITCHEVSKY G., SIMON G . ,  LLYAMAMOTO A.In " Lipid 
chromatographie analyses " 
Edited Marinetti G.V. , London (1967) , vo1.l , 99 

HOHENGASSER C.J.M., THORNBURG J.T., VAN PARIDOU P.A., VAN DER 
SCHAFT P . ,  WIRTZ K.W.A. Phosphorylation and degradation of exogenous 
phosphatidyl inositol incorporated into Friend Erythroleukemic cells. 
J.Biol.Chem. (1986), m, 6255-6259. 

PRINCIPE 

Séparation monodimentionnelle des phospholipides sur plaque de gel de 
silice G. 

MATERIEL ET METHODES 

Le système de migration le plus classique est le mélange : 
Cloroforme/Methanol/eau (6512514, VIVIV) 

Les phospholipides sont révélés, soit par vapeur d'iode qui se fixe sur les 
doubles liaisons des acides gras insaturés, soit, après pulvérisation des plaques 
avec une solution de Rhodamine 6G 50 mg11 diluée extemporanément par 1 
volume de NaOH 4N, par examen sous lumière UV. 

Cette methode très acceptable dans le cas du sérum, n'est pourtant pas 
tout à fait satisfaisante au niveau tissulaire, car certaines classes de 
phospholipides ont des vitesses de migration tellement voisines que leur 
séparation est impossible. Ainsi par exemple la phosphatidyl-éthanolamine 
(PE) est contaminée par la phosphatidyl-sérine (PS), la phosphatidyl-choline 
(PC) est contaminée par la phosphatidyl-inositol (PI). Par contre cette méthode 
présente l'avantage de bien individualiser le diphosphatidyl-glycérol qui 
migre presque au niveau du front de solvant . 

Au système classique mentionné on peut ajouter le solvant de migration 
préconisé par Rouser : chloroforme/méthanol/ammoniaque 7 N  (1 15/45/7,5 
V/V/V) qui a le mérite de biun individualiser la PE, la PC et la sphingomyéline. 
Pour une bonne séparation des diglycérides, on utilisera la methode de 
Hohengasser, les plaques de gel de silice seront imprégnées de borate avant 
migration dans le  solvant : chloroforme 1 méthanol 1 ammoniaqueleau 
(90/54/5/5 v /v /v /v ) .  
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Fiche Technique 15 

SEPARATION DES PHOSPHOLIPIDES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE 
MINCE EN GRADIENT D'HUMIDITE 

&$. NOUVELOT A . ,  SEZILLE G . ,  DEWALLY P. ,  FRUCHART J.C.Chromatographie 
monodimensionnelle des lipides polaires sur couche mince de gel de 
silice en gradient discontinu d'humidité . 
REVUE FRANCAISE DES CORPS GRAS (1977 ), Z, 365-366. 

MATERIEL ET METHODES 

- Plaques HPTLC 20 cm x 20 cm en gel de silice (MERCK). 
- Chambre Vano KS de (Camag). 

Avant l'emploi, 5 couloirs de  migration de 28 mm de largeur sont 
délimités par grattage du gel sur des largeurs de 5 mm entre les couloirs et de 
10 mm en bordure de plaque. 

Les extraits lipidiques sont déposés en solution dans le mélange 
chloroforme/methanol (211, V/V) et à raison de 0.5 à 0.7 mg au centre des 
bandes sur une distance de 15 mm de l'extrémité de la plaque. Un courant 
d'azote assure l'évaporation du solvant de dépôt . 

La plaque (gel en dessous) est ensuite placée horizontalement au-dessus 
du plateau de conditionnement divisé en 5 compartiments perpendiculaires au 
sens de migration et contenant 20 ml de différents mélanges d'acide sulfurique 
(Merk Art. 731, 95-97 % ) et d'eau : 24/56, 29/47, 32/42, 34/38, 38/30 (VIV) 
créant sur le gel un gradient discontinu d'humidité relative de 47%, 32%, 24%. 
18%, 9% à partir du point de dépôt. 

Après 90 min. de conditionnement, ce plateau est remplacé par un autre 
identique mais contenant dans les deux compartiments situés du côté des points 
de  dépôt, 20 ml de solvant de  saturation : tétrahydrofurane (Uvasol, 
Merk)/methanol 211, V/V). L'imprégnation par les vapeurs de solvant est 
réalisée en 30 min. Une plaque métallique est alors glissée entre le gel et le 
plateau. La chromatographie est effectuée sur une distance de 18 cm par 20 ml 
de solvant de développement : 
chloroformc/méthanol/ammoniaque 4N, (70/50/7, V/V/V) déposés dans 
l'augette prévue à cet effet. 



Fiche Technique 16 

DOSAGE DES PHOSPHOLIPIDES 

Bef. LOWRY R.R., TINSLEY 1. ; A simple sensitive method for lipid phosphorus. 
LipidF (1974), 2, 491-492 

PRINCIPE 

Dosage du phosphore après minéralisation des phospholipides. 

- Acide perchlorique à 70% 
- Acide nitrique concentré 
- Acétate de butyle 
- Solution chromogène : 

........................... + Molybdate d'ammonium 29.2g 
.............. + Acide chlorydrique concentré 100 ml 

Après dissolution complète, ajouter 400 ml d'eau 
pour préparation injectable. 
La solution est stockée à 4°C durant 3 mois. 

- Etalon : 
+ phosphate monopotassique ..................... 17,5 mg 
+ Eau pour préparation injectable ............ 10 ml 
(Etalon contenant 4 p g  de phosphore minéral 
dans 10~1) .  

Après fractionnement par chromatographie sur  couche mince, les 
portions de gel correspondant aux phospholipides sont grattées et récupérées 
dans des tubes à minéraliser. Après addition d'lm1 d'acide perchlorique à 70% 
et de deux gouttes d'acide nitrique concentré, les tubes munis de réfrigérants 
sont portés au thermobloc à 200°C pendant 45 min.. Laisser refroidir les tubes 
pendant 15 min. avant d'ajouter dans chacun d'eux 3,6 ml d'eau pour 
préparation injectable. Les tubes sont alors centrifugés 10 min. à 3000 
tours/min. pour éliminer le gel de silice . 

On reprend 3 ml du surnageant auquel on ajoute 7 ml d'eau et 1 ml de 
solution chromogène. On agite 20 secondes au Vortex avant d'ajouter 5 ml 
d'acétate de butyle. On agite de nouveau 30 secondes. 

Une centrifugation à froid et à 3000 tourslmin. pendant 5 min. permet de 
récupérer la phase supérieure dont la densité optique est lue à 310 nm. 

N.B. : Il faut prendre la précaution d'utiliser de la vaisselle lavée au mélange 
sulfochromique et soigneusement rincée. Le tube "blanc" et le tube "étalon" 
doivent contenir la même quantité de gel de silice que les fractions de  
phospholipides . 
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Fiche Technique 17 

DOSAGES DU CHOLESTEROL ET DU CHOLESTANOL EN CHROMATOGRAPHIE 
GAZ-LIQUIDE. 

Il&. GAMBERT P . ,  LALLEMANT C . ,  ARCHAMBOULT., Assessment of 
serum cholesterol  by two methods : Gas- l iquid  chromatography 
on a  c a p i l l a r y  column and chemical  ion i za t ion  - mass 
fragmentography wi th  isotopic d i lut ion of ( 3 , 4 - 3 ~ )  cho les tero l  
as interna1 standard. 
J .  of Chromatography, (1979), U, 1-6. 

PRINCIPE 

Les composés sont saponifiés puis silylés. La séparation s'opère sur 
colonne capillaire. 

L'épicoprostanol est utilisé comme témoin interne. 

MATERTEL 

- cholestérol (Sigma) 5 mM en éthanol absolu. 
- 5 -cholestan-3 -01 (Sigma) 0,4mM. 
- épicoprostanol (Sigma) 0.25 mM en éthanol absolu. 
- N O-bis (trimethylsilyl) trifluoroacétamide (BSTFA) (Supelco). 
- triméthylcholorosilane (TMCS). 
- KOH 6 mM 
- semm gardé à 4°C. 

2) CMOMATOGRAPHE 

Le chromatographe Vista 6000 (Varian) est équipé d'un détecteur à 
ionisation de flamme et d'une colonne capillaire (Type 2101-203, 25 m x 0.22 
mm I.D., 120000 plateaux théoriques, chrompack). 

Les chromatogrammes sont enregistrés sur un appareil Varian type 
Vista 402. 

PROTOCOLE EXPERTMENTAL 

1) 5 APONIFICATION-EXTR ACTION 

Dans un'tube vissé de 15 ml introduire : 
- 1 ml d'épicoprostanol 0,25 mM (indication du rendement de 
saponi f ica t ion) .  
- 0.1 ml de KOH 6 mM. 
- 50 pl de serum. 



- incuber une heure à 60°C. 
- refroidir. 
- ajouter 10 ml de  5 cholestane-3 01 0,025 mM. 
- mélanger. 
- ajouter 2 ml d'eau distillée. 
- agiter une minute exactement au Vortex. 
- prélever 2 ml de la phase hexane et transférer dans un tube en verre de 2 ml. 
- évaporer à sec sous azote. 

2) SILYLATION 

- Au résidu sec ajouter 0,2 ml de mélange de silylation (BSTFA - TMCS. 411, VN)  
préparé  extemporanément .  
- incuber une heure à 60°C. 
- refroidir. 
- ajouter 0.8 ml d'hexane. 

3) CHROMATOGRAPHE 

- injection : 1 p l  sur injecteur de Ross. 
- La température de la colonne est programmée de  250°C à 28S°C (l°C/min.). 
- Le débit d'azote est de  3 mllmin.. 
- Les rapports de surfaces des pics sont calculés. 
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Fiche Technique 1 8  

ISOLEMENT DES CAPILLAIRES CEREBRAUX DE BOEUF 

aé f .  B R E N D E L  K . ,  M E E Z A N  E . ,  C A R L S O N  E.C. .  Isolated brain 
microvessels  : a purified metabolically active prepararion from 
bovine cerebral cortex. 
SCIENCES (1974), L&i, 953-955 

L'isolement des capillaires cérébraux se fait par une technique 
d'homogéneisation mécanique et de filtration sur tamis . 

MATERTEL ET METHODE 

Le matériel et les réactifs sont entièrement stériles. 
- Matériel de dissection. 
- 2 béchers de 1 litre . 
-Tamis de  porosité d e  180 nm. ( toi le  à bluter-fabrique 
Zurichoise S.A.). 
- Tamis de porosité de 60 nm. (toile à bluter-fabrique Zurichoise 
S.A.). 
- homogénéiseur de Dounce 40 ml. 

* piston large A de clearance de 75 p M 
* piston étroit B de clearance de 25 M 

- PBS-CMF pH 7.4 NaCl 0.8% (P/V)/Na2HP04, 12 H20 0,28% (P/V)/KH2P04 
0.02% (P/V)/KCl 0,02% (Pm). 
- cerveau de boeuf prélevé juste après l'abattage. 

Les capillaires destinés à une étude biochimique sont isolés à 4OC. 
Lorsque l'isolement est effectué en vue d'une mise en culture, celui-ci est 
réalisé à température ambiante sous hotte à flux laminaire horizontal. Laver le 
cerveau par du tampon PBS-CMF, ôter les méninges, prélever environ 113 des 
circonvolutions et les laver par du tampon PBS-CMF. Homogéneiser le materiel 
au Dounce par 10 aller-retours avec le piston A, filtrer l'homogénat sur le 
tamis de 180 nm puis réhomogénéiser le filtrat au Dounce par 10 aller-retours 
avec le piston B, filtrer I'homogénat sur le tamis de 60 nm. La majorité dcs 
capillaires sont retenus sur ce deuxième tamis. Ils sont abondamment lavés au 
PBS, récupérés à l'aide d'un piston par un mouvement rotatif et mis en 
suspension dans un milieu adapté à leur utilisation. 

La pureté des capillaires est controlée en microscopie optique, 



Fiche Technique 19 

PURIFICATION DU FIBROBLAST GROWTH FACTOR BASIQUE 

CFef. GOSPODAROiVlCZ D ,  CHENG J., LUI GE M., ANDREW B., BOHLENT P.lsolation 
of brain fibroblast growth factor by heparine-sepharose affinity 
chromatography : identity with piruitary fibroblast growth factor. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1984), a, 6963-6967. 

PRINCIPE 

Le FGF est extrait d'hypophyses de boeuf et purifié par précipitation au 
sulfate d'ammonium, chromatographié sur carboxy-methyl sephadex et 
héparine sépharose. 

REACTIFS 

- tampon TrismaCl 0.6 M : Tris 10 mM, NaCl 0,6 M. pH 7 
- tampon TrismaCl 1,l M : Tris 10 mM, NaCl 1.1 M. pH 7 
- tampon Tris/NaCI 1.7 M : Tris 10 mM, NaCl 1,7 M, pH 7 
- tampon P. : NaH2P04 0.1 M, pH 6. 
- tampon P./NaCl 0.15 M : NaH2P04 0,l  M. NaCl 0.15 M. pH 6 
- tampon P./NaCI 0,6 M : NaH2P04 0.1 M, NaCl 0.6 M. pH 6 

Les volumes sont prévus pour l'extraction du FGF à partir de 1,5 Kg 
d'hypophyses. La manipulation est réalisée à 4OC. 

1) EXTRACTION ET PRECIPITATION DE FGF AU SULFATE 
D'AMMONIUM 

Les hypophyses sont décongelées et broyées dans 6 litres de solution de 
(NH4)2  S O 4  à 20 gll. Le pH est ajusté à 4.5 à l'aide de HCl 6 N. La solution est 
agitée pendant 1 heure puis centrifugée à 10000 RPM (rotor JA 10, 
centrifugeuse Beckman J 21). Le pH du surnageant est ajusté à 6,s à l'aide de 
soude 1 M. 11 est additionné de (NH4)2 S 0 4  à raison de 200 d l  et agité 15 min.. 
Après centrifugation 15 min. à 10000 RPM, le surnageant est additionné de 
(NH4)2 S04  à raison dc 250 gA et agité 15 min.. La solution est recentrifugée 15 
min: à 10000 RPM et le culot est dissous dans le minimum d'eau (environ 400 
ml) .  

Cct extrait brut cst dialysé extensivement contre de l'eau (mcmbrane 
spcctrapor nOl ,  cutoff de 6 à 8000). Après dialyse, les paniculcs insolubles sont 
éliminies par centrifugation 10 min. à 10000 RPM. 

2) CHROMATOGRAPHIE SUR CARBOXY-METHYL SEPHADEX (CMS) 

Le gel de CMS cst préalablement préparé de la façon suivante : 75 ml dc 
gel sec sont hydratés dans 4 litres dc NaOH 0.5 M. Après 30' min. de repos, lc 
surnagcant est aspiri. Lc gel cst lavé 12 fois par 4 litres d'cau. 200 ml de HCI 12 
M sont ajou~és (sans enlevcr le surnageant) et lc gel est à nouvcau lavé 20 fois 



par 3 litres d'eau. Le dcrnicr lavage se fait avec le tampon P.. Le pH du gel est 
ajusté à 6. Il est relavé une fois par le tampon P.. 
Une colonne (diamètre 6 cm) est remplie de 500 ml de CMS. L'extrait bmt de FGF 
est déposé (débit 250 ml/hcure). Le gel, qui a pris une coloration rouge, est 
lavé par le tampon P., jusqu'à c e  que la coloration rouge commence à être 
éluée. 11 est ensuite lavé par le tampon P./NaCI 0.15 M jusqu'à cc que la densité 
optique de l'éluat soit de 0.3-0,4. Les protéines éluées par le tampon P./NaCI 0,6 
M sont récoltées. 

3) CHROMATOGRAPHIE SUR HEPARINE-SEPHAROSE 

Une colonne (diamètre 1.6 cm) contenant 20 ml de gel est équilibrée par 
le tampon Tris/NaCI 0.6 M. Le pic récolté en sortie de CMS est fractionné à un 
débit de 30 mllheure par le passage de tampon TrisfNaC1 0,6 M jusqu'à ce  que 
la DO soit comprise entre 0, l  et 0.05, de tampon TrisINaCl 1 , l  M. Finalement le 
FGF est élué par un gradient linéaire de 40 ml de NaCl 1,l -> 1.7 M. 

Les fractions contenant le FGF sont conservées à -70°C. Elles sont dosées 
en protéines. Leur pureté est contrôlée en SDS-PAGE et leur activité mitogène 
est testée sur ABAE (courbe doselréponse). 

Cette technique permet d'obtenir entre 50  et 100 pg de  FGF donnant une 
seule bande en  électrophorèse et dont l'activité mitogène est optimale à la 
concentration de  1 nglml. 
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Fiche Technique 20 

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE 

REACTIFS 

- DMEM H-16 (Gibco) additionné d e  2 g/l de  bicarbonate de  
sodium. pH 6,8. 
- Solution de gentamicine à 10 mglml (Seromed). 
- S o l u t i o n  d ' a m p h o t é r i c i n e  B à 2 5 0  m i c r o g r a m m e s / m l  
(Seromed). 
- Solution de glutamine 200 mM (Seromed). 

Les serums de veau nouveau né et de veau foetal sont sélectionnnés pour 
l'effet mitogène qu'ils exercent sur les cellules endothéliales d'aorte de  boeuf. 
Pour cela. les cellules sont ensemencées à la  densité de 2.103 cellules/cm2 et 
cultivées pendant 5 jours dans leur milieu de  culture composé du sérum à 
tester. Les cellules sont trypsinisées et  comptées. Leur efficacité sur  la 
prolifération cellulaire est comparée à celle d'un sérum de  référence. En cas 
d e  test positif,  la même manipulation est recommencée pendant 2 ou 3 
passages .  

Les scrums sont décomplémentés par chauffage à 56OC pendant 30 min.. 

Les  milieux sont siérilisés par filtration (pores de  0.22 p m )  et  conservés à 4OC 
p e n d a n t  2 mois.  L a  g lu tamine  e s t  r e n o u v e l é e  c h a q u e  semaine .  

cellules 
ml composant 

DMEM 
glutamine 

gentarnicine 
amphotéricine 

SV 
SVF 

ABAE 

87,5  
1 

0 , s  
1 

1  O 

cel.endo. 
de cornée 

8 7 , 5  
1 

O ,  5  
1 
5  
5  

BBCE 

8 7 , 5  
1  

0 , 5  
1 

20 

cel. MRC5 

87 ,5  
1 

0 , 5  
1 

1  O 

cel. HeLa 

87.5  
1 

0 , 5  
1 

1 0  
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Fiche Technique 21 

PREPARATION DES MATRICES EXTRACELLULAIRES 

aef .  GOSPODAROWICZ D.,  MESCHER A.L., BIRDWELL C.R.Stimu1arion of 
corneal endothelial cell proliferation " i n  virro" by  f ibroblast  
and epidermal growth factor. 
Exp. Eye Res. ,  ( 1977 ) ,  22 75-89.  
GOSPODAROWICZ D .  Permisse e f fect  of extracellular matr ix  
on ce11 proliferarion "in virro". 
Proc. Natl. Sci. USA, (1980), ZZ 4094-4098. 

PRINCIPE 

Les cellules endothéliales d e  la cornée e n  culture produisent dans  
certaines conditions une matrice extracellulaire qui se dépose sur le fond de  la 
boîte de Pétri. Les cellules de cornée sont éliminées par un choc hypotonique. 

L'ensemble des milieux e t  solutions sont stérilisés par  filtration (0,22 
pm). Les cultures de cellules endothéliales de  cornée sont entretenues su r  
boites de Pétri recouverte de gélatine en DMEM additionné de 5% de SV et de  5% 
d e  SVF (Fiche techni ue 20) et de  bFGF (1 nglml). L'ensemencement initial est 
de  4 . 1 0 ~  cellules /cm2. Les cellules sont cultivées en étuve humide (95% air. 5 %  
C02). 

Pour la production de  matrice, les cellules sont cultivées sur plastique 
dans le milieu de  culture précédent additionné de 5% (P/V) de Dextran T-40. Du 
bFGF est ajouté tous Ics 2 jours jusqu'à la confluence. 6 à 8 jours après que la 
confluence ait été atteinte, la couche cellulaire est  éliminée. L e  milieu d e  
culture est aspiré et remplacé successivement par les solutions suivantes : 

- eau pour préparations injectables, 2 min.. 
- ammoniaque 20 mM, 1 min.. 
- PBS, 4 rinçages. 

Les matrices extracellulaires sont stockées, en PBS, à 4°C jusqu'à leur 
u t i l i sa t ion .  
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Fiche technique 22 

ENSEMENCEMENT DES CAPILLAIRES CEREBRAUX 

PRINCIPE 

Ensemencement  de s  cap i l l a i res  cé rébraux  s u r  une matr ice  
extracellulaire et migration des cellules endothéliales pour former des clônes 
p r ima i r e s .  

Les capillaires cérébraux sont isolés stérilement selon la méthode de 
BENDEL et co11.,1974, illustrée fiche technique 18 et sont déposés dans une boîte 
de Pétri de 60 mm de diamètre contenant 5 ml de DMEM+15% SV pour être 
ensuite homogénéisés à la pipette pasteur stérile. 

Les boîtes de matrices sont ensemencées par 3 à 6 gouttes dans 5 ml de 
DMEM+l5 % SV. 

Après 3 H. à l'étuve à 37OC les capillaires non fixés sont lavés par 5 ml de 
DMEM+15 % SV. 

Le bFGF (1 nglml) est ajouté tous les deux jours dès l'apparition de 
quelques cellules. 
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Fiche Technique 23 

CLONAGE DES CELLULES 

PRINCIPE 

Les cellules endothéliales d'aorte et de capillaire forment, en culture 
primaire, des colonies cellulaires issues d'une seule cellule mère. Ces cellules 
sont clonées par microtrypsinisation. 

- milieu de culture. 
- PBS. 
- solution de trypsine O,OS%IEDTA 0,0296 en PBS. 

PROTOCOLE 

La colonie cellulaire est localisée sur la face extérieure du fond de la 
boîte de Pétri à l'aide d'un objectif marqueur. Le milieu de culture est aspiré et 
remplacé par le même volume de PBS. Cette solution est aspirée à l'aide d'une 
pipette Pasteur coudée sans sécher totalement la boîte de culture. Les cellules à 
cloner sont isolées du reste de la boîte par aspiration périphérique de la 
colonie à l'aide de la pipette Pasteur. 

20 pl de solution de trypsine sont déposés sur la colonie. La trypsinisation 
est suivie sous microscope. Lorsque les cellules sont individualisées et 
réfringentes. la trypsine est aspirée et refoulée plusieurs fois de façon à bien 
décoller les cellules. Elles sont ensemencées dans une boîte de Pétri de 35 mm 
et mises en culture. 
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Fiche Technique 24 

REPIQUAGE DES CELLULES 

PRINCIPE 

Les cellules sont dissociées enzymatiquement et réensemencées sur une 
surface de culture plus importante. 

REACTIFS 

- milieu de culture. 
- PBS 
- solution de trypsine O,OS%/EDTA 0.02% en PBS 

Le milieu de culture est aspiré et remplacé par le même volume de PBS 
(respectivement 10, 5 et 2 ml pour les boîtes de 100, 60 et 35 mm). Le tampon est 
remplacé par un demi volume de solution de trypsine. Après 30 sec., la solution 
de trypsine est aspirée. La dissociation cellulaire est suivie sous microscope. 
Dès que les cellules sont individualisées et réfringentes, elles sont remises en 
suspension (aspiration et refoulement sur le fond de la boîte de culture) dans 
un volume de milieu de culture. Un aliquot est prélevé et les cellules sont 
comptées (Coulter Counter modèle ZBI). Elles sont ensemencées à la densité de 
2000 cellules/cm2 pour les ABAE, de 4000 cellules/cm2 pour les BBCE et les 
cellules endothéliales de la cornée et de 13000 cellules/cm2 pour les MRC5 et 
les cellules HeLa. 
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Fiche Technique 25 

CRYOCONSERVATION DES CELLULES 

PRINCIPE 

La congélation dans l'azote liquide permet de  ralentir l e  métabolisme 
cellulaire et  de  conserver les cellules indéfiniment. 

- milieu de culture. 
- PBS. 
- milieu d e  cryoconservation pour  les  ce l lu les  endothél ia les  : 
DMEM tamponné à I'HEPES 10mM, SV 10% (V/V), d i m é t h y l - s u l f o x y d e  
1 0 %  ( V I V ) ,  g e n t a m i c i n e  5 0  p g l m l ,  a m p h o t é r i c i n e  2,5 
pglml, glutamine 2mM, pH 7.2. 
- milieu d e  cryoconservation pour les  fibroblastes et  les  cellules 
HeLa : DMEM tamponné à I 'HEPES IOmM, S V F  20% (VIV), 
d iméthyl-sul foxyde IO%, gentamicine  5 0  p g l m l ,  a m p h o t é r i c i n e  
2,5 pglml, glutamine 2mM, pH 7.2. 

Les cellules d'une boîte de Pétri de  6 0  mm sont trypsinisées, remises en 
suspension dans 5 ml de milieu de culture et  centrifugées 10 min. à 500 g. Le 
culot cellulaire est repris par 1 ml de  milieu de  cryoconservation et placé dans 
une ampoule de  plastique. La température est descendue par étapes successives 
: 1 heure à 4"C, 24 heures à -70°C dans une boîte de polystyrCne (de façon à ce 
que la descente de  température soit progressive) puis directement dans l'azote 
liquide jusqu'à utilisation. 

Lors de  l a  décongélation, l'ampoule est  placée directement dans  un 
bain-marie à 37OC. Les cellules sont ensemencées dans une boîtc de Pétri de 100 
mm. Dès que les cellules sont étalées, la boîte est lavée 2 fois au PBS et les 
cellules sont remises en culture. 
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Fiche Technique 26 

PREPARATION DE MEMBRANES ENDOTHELIALES ET BASALES 
DE CELLULES ENDOTHELIALES DE CAPILLAIRES CEREBRAUX 

. LIDINSKY W . A . ,  DREWES L . R .  Characterisat ion of blood brain 
barr i e r .  Protein composit ion of the capil lary endothelial  ce11 
m e m b r a n e  . 
J .  Neurochem. (1983) 4- N (5 ), 1341-1348 

PRINCIPE 

Après lyse cellulaire et sonication, les differentes membranes sont 
obtenues par ultracentrifugation. 

MATERTEL 

Tampon Tris. pH 7,4 (autoclavé 20min. à 120°C) 
- Tris 1 mM. 
- Phényl Méthyl Sulfonyl Fluoride (PMSF) 1 mM. 
- O-phénantroline 1 mM. 

Les capillaires cérébraux sont isolés de façon classique à 4OC et sont 
remis en suspension dans 40 ml de tampon Tris et incubés sous agitation 
pendant 1 heure. Ils sont ensuite centrifugés 10 min. à 15 000 g (12 500 RPM 
dans un rotor Beckman 50.2 Ti), resuspendus dans 40 ml de tampon Tris et 
incubés une heure sous agitation. Après centrifugation dans les mêmes 
conditions que précedemment, les capillaires sont repris dans 5 ml de tampon 
et soniqués 2 fois une min. à la puissance de 5 W. Les membranes basales sont 
culottées par centrifugation à 25 000 g pendant 15 min. (16 500 RPM rotor 50.2 
Ti). Les membranes endothéliales en suspension dans le surnageant sont 
précipitées par centrifugation 1 heure à 100 000 g (40 000 RPM) et mises en 
suspension dans le volume minimum de tampon Tris. Les membranes basales et 
endothéliales sont conservées pendant plusieurs semaines à -70°C. 
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Fiche Technique 27 

ISOLEMENT DES PLAQUETTES 
PAR GEL FILTRATION 

a. TANGEN O .  , BERMAN H.J.  , MAFEY P . Gel filtration a new 
technique for separation blood from plasma. 
Thromb.Diath. Haemorrh. ( 1971 ) , Z , 268-276 . 

PRINCIPE 

Les plaquettes sont isolées par gel filtration. 

1) Reactifs 

- Tampon Tyrode pH 7.2 (sans ions divalents). 

.......................... * Phosphate monosodique (P04NaH2) 0.05 g 
....................... * Phosphate monopotassique (P04KH2) 0.1 g 

* KCI ............................................................................................. 0,2 g 
........................................................................................... * NaCl 8 g 

................................................................................ * D-glucose 1 g 
* Eau distillée qsp ................................................................. 1 1 

- Tampon Tyrodc BSA pH 7.2 (sans ions divalents). 
* BSA à 2% (ph)  dans le tampon Tyrode 

Les plaquettes sont recueillies à partir de sang collecté sur citrate de 
sodium 3.8% (plv) (un volume de citrate pour 9 volumes de sang). 

Après une centrifugation de 10 min. à 1000 tourslmin. et à temperature 
ambiante, le plasma riche en plaquettes (environ 200 000 à 400 000 plaqucttesl 
pl)  est soumis à une chromatographie de gel filtration sur colonne (2.8 X 9.6 
cm) de Sepharose 2B (Pharmacia fine Chemicals) équilibrée en tampon Tyrode 
BSA pH 7,2. Le débit est de 60 mlB. 

Les plaquettes commencent à être éluées après le passage de 20 ml de 
tampon. L'apparition des plaquettes dans les tubes peut être facilement estimée 
visuellement par la turbidité de l'éluat ou par l'augmentation de la D.O. estimée 
à . L'etat d'activation et de viabilité plaquettaire est controlé en microscopie 
électronique . 



Fiche Technique 28 

INTERACïIONS LIPOPROTEINES / PLAQUETTES 

Béf.  MARTIN-NIZARD F. ,  RICHARD B . ,  TORPIER G . ,  FRUCHART J . C . ,  
DUTHILLEUL P . ,  DELBART C . .  Analysis of phosphatidylcholine 
transfert during H D L  binding to platelets using a fluorescent 
analog of phosphatidylcholine. 
THROMBOSIS RESEARCH (1 987) , fi , 81 1-825 

Les plaquettes sont réparties dans des tubes à raison d'environ 108 
plaquettes par tubes auxquelles sont ajoutés 700 pl de plasma (HDL~U + L D L ~ ~ U ) .  
Laisser en contact 3 heures à 4°C ou à 37°C. Laver le culot de plaquettes à 4°C 
par 700 pl  de tampon Tyrode ou par 700 pl  de plasma dépourvu de plaquettes 
(plasma centrifugé à 7000 tourslmin. pendant 10 min.). 

Centrifuger à 4000 tours/min. pendant 3 min.. 
Le culot et le surnageant sont récupérés en vue d'une extraction de 

phospholipides selon la technique de Folch et de leur analyse qualitative en 
chromatographie sur couches minces ou quantitative en fluorimétrie. 



Fiche Technique 29 

FIXATION POST MORTEM DES 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ 3  DANS LES CAPILLAIRES 
CEREBRAUX. 

PRINCIPE 

Les solutions de HDL3 radioactives sont injectées dans le cercle de Willis 
pour permettre une irrigation des capillaires cérébraux qui seront ensuites 
isolés. 

- cerveau de boeuf venant d'être abattu 
- 1 1 de PBS-CMF (Phosphate Buffered Saline : Calcium-Magnesium Free) 
- 500 ml DMEM tamponé en Hépés 10 mM 4OC 
- 100 ml DMEM tamponé en Hépès 10 mM + 0.2% SAB 4°C 
- solution de 1 - H D L 3 à 100 pglml (200 à 400 cpm/ng) 
- solution de 1 - H D L ~  à 100 pglml additionnée d'un excès de 
HDL3 froide à 2 mglml 

Le cerveau est conscrvé dans le tampon PBS-CMF à 4OC.' Une première 
injection de 30 ml de PBS-CMF permet d'éliminer le sang contenu dans les 
vaisseaux et microvaisseaux du cerveau. Puis 2 ml de solution de HDL 
radioactives en présence ou non de HDL non marquées sont injectées par le 
cercle de Willis . 

Après incubation 30 min à 4OC , les capillaires sont lavés par : 
- 2fois 5 ml de DMEM-Hépès, 
- 1 fois 5 ml de DMEM-Hépès + 0,2% SAB, 
- 1 fois 5 ml de DMEM-Hépès. 

Les méninges sont retirées, les circonvolutions irriguées sont 
prélevées et placées en tampon PBS-CMF avant d'être homogéneisées dans un 
Pottere par 10 aller -retour avec le système de clearance A (76 pm) puis par 
10 allers-retours avec le système de clearance B (25 pm) dans ce tampon . 

Prélever 1 ml d'homogénat et filtrer le reste sur tamis de 180 nm puis sur 
le tamis de 60 nm. 

Les capillaires retenus sur le tamis sont lavés dans le tampon PBS-CMF. 
Leur radioactivité est comptée. La quantité de protéines est dosée selon la 
méthode de Peterscn (fiche technique 3). 



Fiche Technique 30 

ETUDE DE LA FIXATION, DE L'INTERNALISATION ET DE LA DEGRADATION 
DES LIPOPROTEINES PAR LES CELLULES EN CULTURE 

Ri$. GOLDSTEIN e t  BROWN. Binding and degradation of low density 
lipoprotein by cultured human fibroblasts.  
J .  Biol. Chem., (1974), N, 5153-5162. 

PROTOCOLE 

Les cellules cultivées en boîtes de  Pétri de 35 mm sont incubées 48 heures 
avant l'étude dans un milieu composé d e  DMEM, glutamine, gentamicine, 
amphotéricine et 5% de LPDS pour l'étude de la*fixation des LDL ou 0.2% de BSA 
à la place du LPDS pour l'étude de la fixation des HDL3. 

1) ETUDE DE LA FIXATION 

Les cellules sont refoidies à 4°C. Le milieu de  culture est aspiré et  
remplacé par 0.7 ml de DMEM tamponné à I'HEPES 10 mM, pH 7.2, additionné de 
5% de  LPDS, ou 0,2% de BSA, e t  de  lipoprotéines marquées et  froides. 
L'incubation est  réalisée dans la glace pendant 2 heures en présence ou non 
d'un excès de  lipoprotéines froides. 

La radioactivité non fixée est éliminée de  la façon suivante : 
- 3 lavages par 2 ml de PBS. 
- 3 lavages par 2 ml de  PBS + 0.2% de BSA. 
- 3 lavages par 2 ml de PBS. 

Les cellules sont reprises par 0,5 ml de  NaOH 0.1M. La radioactivité 
résiduelle est mesurée ainsi que la concentration en protéines de  chaque boîte. 
Les résultats sont  exprimés pour chaque concentration en ~ ~ ~ I - L D L  ou 
1 2 5 ~ - ~ ~ ~ 3  en ng de lipoprotéines fixés par mg de  protéines cellulaires. 

2) ETUDE DE L'INTERN ALIS ATION 

Le milieu est aspiré et remplacé par 0,7 ml d e  ce même milieu additionné 
des lipoprotéines marquées et/ou foidcs. Les cellules sont incubées 2 heures à 
37°C. Le protocole de  lavage est identique à celui utilisé pour l'étude de  la 
fixation. Les cellules sont finalement incubées 15 min. à température ambiante 
en présence d ' l  ml dc solution de trypsine O,OS%/EDTA 0.02% en PBS. 

La protéolyse est stoppée par l'addition d ' l  ml de serum de veau. Les 
cellulcs sont miscs en suspension (aspiration-rcfoulcment) et placées dans un 
tube. La radioactivité est mesurée. Elle représente 13 somme des deux 
phénomknes : la fixation et  l'internalisation. Les tubes sont centrifugés 10 
min. à 1000 g. Le surnageant est éliminé, le culot est lavé par 1 ml de PBS et 
centrifugé dans les m6mcs conditions. Le culot final est repris par 0.5 ml de 
NaOH 0,lM. La radioactivité, qui rcprésente les lipoprotéines internalisées, est 
mesurée, Les protéincs sont dosées. 



3) ETUDE DE LA DEGRADATION 

Lcs cellules sont incubées 90  min. à 4OC selon le mCme protocole quc 
cclui utilisé pour la fixation. Elles sont lavées de la manière suivante : 

- 2 lavagcs au PBS 
- 2 lavagcs au PBS + 0,2% de BSA 
- 2 lavages au PBS. 

Les boîtes sont remplies par 1 ml de DMEM + 5% de  LPDS et incubées 
entre 90 et  120 min. à 37°C. Le surnageant d'incubation est récupéré et 
additionné de  0.25 ml d'acide trichloracétique à 50% (P/V). Après incubation 1 
heure à 4°C. le précipité est éliminé par centrifugation. 1 ml de surnageant est 
prélevé, stocké en tube de verre et additionné de 5 p l  de solution à 40% de  IK 
(PIV) et du même volume d ' H 2 0 2  30%. Le surnageant est additionné d'l ml de 
chloroforme, agité au Vortex et laissé au repos jusqu'à décantation totale. La 
radioactivité est mesurée sur 0.5 ml du surnageant. Les résultats sont exprimés 
en ng de lipoprotéines dégradées par mg de protéines cellulaires. Un témoin de 
dégradation spontanée des lipoprotéines en l'absence de  cellules a été retiré de 
chacun des points. 
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ETUDE DE LA FIXATION DES HDL3 SUR LES MEMBRANES 
ENDOTHELIALES ET BASALES DES CAPILLAIRES CEREBRAUX 

DCrrBIMT 

PRINCIPE 

Les membranes sont incubées en présence des 2 5 1  - H D L  3 .  La 
radioactivité non fixée est éliminée par filtration sur une membrane (pores de 
0,2 pm). 

Tampon d'incubation : DMEM tamponné à I'HEPES 10 mM, pH 7,4 et additionné 
de 0.2% de BSA. Le tampon est passé sur filtre de 0,22 p m  avant chaque 
util isation. 

PROTOCOLE 

Les membranes endothéliales ou basales (5 p g  de protéines 
membranaires) sont incubées en présence de concentrations variables de 

2 5  1 - H D L ~  (de 2 à 50 pglml). La fixation non spécifique est déterminée par 
l'addition de HDL3 froides à une concentration 20 fois supérieure. L'étude est 
rkalisée dans le tampon d'incubation, en tube à essai avec un volume final de 
120 pl. Chaque point est réalisé en triple exemplaire. Après incubation 1 heure 
à 4°C sous agitation, 100 p l  de chaque tube sont déposés sur une plaque de 
filtration de 96 puits (Millipore - Millititer GV). Cette plaque est déposée sur un 
système de filtration sous vide (Millipore - Millititer vaccuum holder - voir 
schima). Les membranes retenues sur le filtre sont lavées par 5 fois 100 pl  de 
tampon d'incubation. La dernière filtration est prolongée de .  manière à sécher 
le filtre. Chaque puits est ensuite découpé à l ' a ide  d'un emporte-pièce et sa 
radioactivité est mesurée. Les résultats sont exprimés en ng de HDL3 fixées par 
mg de protéines membranaires. 
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PREPARATION DE RECEPTEURS DES HDL 

M. G R A H A M  D .  , ORAM J.F.  ; Identification and caracterisation of a 
H D L  binding prorein in ce11 membranes by ligand blotting 
J.Biol.Chem. (1987) 262, N :16 : 7439-7442 

MATEREL Eï METHODES 

- TBS Tris HCI 10 mM pH 7.4 contenant : 
- NaCl 150 mM 
- Benzarnidine 1 m M  
- EDTA 0.5 mM 
- Fluorure d e  phényl  méthyl  sul fonyl  I m M  
dissous dans du diméthyl sulfoxide (DMSO) 

- CHAPS 15 m M  

Les cellules endothéliales d'aorte bovine (ABAE) sont lavées 3 fois en 
PBS-CMF 0.2% BSA à température ambiante puis refroidies à 4OC. Les cellules 
sont ensuites grattées en TBS, récupérées et centrifugées à 200 g pendant 5 
min. à 4°C. Le culot est resuspendu en TBS puis centrifugé à 100 000 g pendant 
60 min. à 4°C. Le culot est ensuite solubilisé en TBS contenant du CHAPS 15 mM 
et placé à 4°C pendant 15-20 min.. L a  concentration en CHAPS est ensuite 
ajustée en dessous de  la concentration critique micellaire (c 9 mM). Le 
précipité formé est récupéré ap'rès centrifugation à 100 000 g pendant 60  min. 
à 4°C . 

Le culot est stocké à -70°C. 
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LIGAND BLOïTING 

M. GRAHAM D. L., ORAM J.F..  Identification and characterisation of 
a High Density Lipoprotein binding protein in ce11 membranes 
by ligand blotting. 
J .  Biol. Chem. (1987), U I 6 ) ,  7439-7442. 

PRINCIPE 

Les protéines membranaires immobilisées sur nitrocellulose conservent 
leur capacité à fixer les HDL. Cette propriété est utilisée pour visualiser les 
sites de fixation par incubation de la nitrocellulose dans une solution de 

2 5 ~ - ~ ~ ~ 3 ,  lavages et autoradiographie. 

MATERTEL ET METHODES 

- Feuilles de nitrocellulose BA 85 0,45 pm. 
- Film radiographique Kodak X-O mat S. 
- Cassette Philips munie d'écrans amplificateurs Cronex HI-plus 
(Dupont)  
- Tampon de saturation TRIS HC1 pH 7.4 

* Tris 10 mM 
* NaCl 10 mM 
* SAB 1% (plv) 
* Lait en poudre sans matière grasse 1% (p/v) 

Les extraits membranaires sont déposés sur une bandelette de  nitrate de 
cellulose (entre 10 et 30 pg  de protéines par dépot). Les bandes de nitrate de 
cellulose sont réincubées 2 heures en tampon de saturation à 4OC puis soit en 
présence de l2!1-HDL3 (30 pglml) soit en présence de 1 2 5 1 - ~ ~ ~ 3  (30 pg/ml) + 
un excès de HDL3 non marquées (600 pglml) pendant 2 heures à température 
ambiante. Les bandes sont ensuites lavées dans le tampon de saturation sous 
agitation pendant 1 min., 20 min., 20 min. et 1 min.. Laisser sécher Ics bandes 
de nitrate de cellulose, les sceller sous film plastic pour éviter la 
contamination. L'autoradiographie se fait pendant 1 nuit à -70°C. 
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