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L' l iypcrcholcs térolémic  cst  un fac tcur  d c  risquc niajcur de  

l'athérosclérose ct dcs maladies cardiovasculaircs. Lcs travaux dc Goldstcin ct 

Brown ont pcrmis d'élucider Ics bascs génétiqucs de I'hypcrcholcstErolémic 

familiale (FH),  maladie à transmission autosomale dominante qui se 

caractérise par une modification du gCnc du récepteur des lipoproléincs de 

basse densité (LDL). Ceci conduit à la traduction d'une protéine dont la 

déf ic ience  peut ê t re  évaluée par son phénotype fonctionnel .  L'étude 

fonctionnelle pcut être réalisée sur les cellules prélevées chez les malades : 

fibroblastes et lymphocytes. 

Après l'établissement des protocoles d'étudc de I'activilé des réccptcurs 

LDL de différents types cellulaires (cellules HcLa, fibroblastcs, lymphocytcs, 

lymphocytcs transformés par le virus Epstein-Barr,  cellulcs U937 ct 

monocytes-macrophages), nous avons sélectionné des famillcs et des sujcts 

dans une étude de population dont le bilan lipidique est comparable à celui dc 

sujcts hétérozygotes FH. 

Nous avons montré que, chez certains sujcts, I 'hypcrcholcs térolhic  

pcut être due à un déficit en réccptcurs LDL (FH) ct/ou à unc déficiencc au 

niveau de l'apolipoprotéine B des LDL. 

Les  ce l lu les  d e  patients,  cependant  c lassés  c l in iqucment  c l  

biologiquement hétérozygotes FH, ont une exprcssion normale dcs réccptcurs 

LDL. Sous  traitement hypocholestérolémiant, l 'évolution dc leur bilan 

lipidique est comparable à celle de patients FH déficients en réccpteurs LDL, 

suggérant  une  for te  inhibit ion i n  vivo de  leurs réccpteurs LDL, 

probablement due à des  perturbations acquises ou génétiques dc  la 

r é g u l a t i o n .  

Nos résultats montrent l'importance d'éludes génétiqucs associées à 

l'étude fonctionnelle, afin d'approfondir nos connaissances sur les relations 

structure-fonction du récepteur LDL. 



S u m m a r y  

Thc incidcncc of athcrosclcrosis and niyocardial infarction riscs in 

proportion to the plasma cholcçtcrol lcvel, more specifically thc plasnia lcvcl 

of LDL-cholcstcrol. Goldstein and Brown's work lcd to thc gcnctic basis o f  

familial hypcrcholesterolcmia (FH), shown to bc causcd by inhcritcd dcfccts 

in the gene cncoding the low density lipoprotein (LDL) reccptor. Thcse 

dcfccts disrupt its function which can be cvaluated on fibroblasts and 

l y m p h o c y t e s .  

First we studied the LDL receptor expression on diffcrcnt cc11 types 

(HeLa ce l l s ,  f ibroblasts ,  lymphocytes, Epstein-Barr virus transformed 

lymphocytes, U937 celis and monocyte-macrophages). 

Then we selected patients on the base of thcir plasma lipid Ievcls, 

comparable  to thosc  of heterozygotcs FH. We havc shown that 

hypcrcholcsterolemia can be due to a LDL receptor andlor an apolipoprotein 

B dcficiency. Despite of the diagnosis of hetcrozygotes FH, somc paticnts 

could exprcss a normal LDL rcccptor activity on lymphocytes and fibroblasts. 

Fcnof ib ra te  and s i m v a s t a t i n ,  med ica t ions  f o r  thc  t r c a t m c n t  o f  

hypcrcholesterolemia, had thc same cffects on the lipid lcvels of these 

patients and on those of hetcrozygotes FH. We suggest that, for the patients 

with potent normal LDL reccptor activity, thc LDL rcccptor is  highly 

inhibited in vivo, probably because of disruption o î  thc regulation. 

Our results demonstrate the usefulness of the ce11 LDL rcceptor assay, 

and the complementary nature of the ccllular and genetic tests. 
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INTRODUCTION 



Lc cliolcstérol cst lin constituant essentiel des membranes de toutcs Ics 

ccllulcs qui sont toutes capables de synthétiser cette moléculc. Ccpcndant les 

ccllulcs utiliseront préfércnticllcmcnt le cholest6rol circulant  dans Ic 

plasma ct Ic liquide interstitiel provenant de la synthèse hépatiyuc ou dc 

l 'absorption intestinale. 

Lc cholestérol, insoluble dans l'eau, est transporté dans des édifices 

macromolécu la i res  g l o b u l a i r e s ,  appe lés  l ipopro té ines ,  f o r m é s  p a r  

l 'associat ion de  l ip ides  hydrophobes (cholestérol  et t r iglycérides) c i  

hydrophiles (cholestérol estérifié et phospholipides) et d'unc ou plusicurs 

protéines, appelées apolipoprotéines. Les lipoprotéines de basse densité, les 

LDL (pour Low Density Lipoprotcins) sont les transporteurs majeurs du 

cliolcstérol (70% environ du cholestérol plasmatique). 

Le métabolisme du cholestérol est très fortement régulé. L'homéostasie 

cellulaire et plasmatique est assurée par la voie de  réccptcurs spécifiques : 

les r6ceptcurs LDL. Ces récepteurs fixcnt spécifiquement les LDL par lcur 

protéine, I'apolipoprotéine B. Le complexe récepteur-LDL est internalisé dans 

la cellule. Alors que le récepteur retourne vers la surface cellulaire, les LDL 

sont dégradées dans les lysosomes. Le cholestérol ainsi libéré inhibe sa  

propre biosynthèse, inhibe la synthèse et l'expression du récepteur LDL et  

active le stockage du cholestérol sous forme estérifiée, moins toxique pour la 

ce l lu le .  

Le  métabolisme du cholestérol est cependant tellement complcxc que 

d e s  perturbations peuvent  intervenir  à de mul t ip les  n iveaux.  Ces  

perturbations peuvent  conduire  à de  graves déséquil ibrcs tels  q u e  

I'hypercholestérolémie, premier facteur de risque de  l'athéroscl6rose ct des 

maladies cardiovasculaires. 

Nous nous sommes particulièrement intércssks à la première étapc de  

la captation cellulaire du  choles~érol ,  c'est-à-dire à l'interaction des LDL avec 

lcur récepteur spécifique. 



Si les LDL ne sont pas de "bonne qualité" ou si le récepteur LDL ne fixc pas 

bicn Ics LDL, les LDL s'accumulent dans le plasma, provoquant une 

hypcrcholcstérolémic de phknotypc IIa dans la classification dc Frcdrickson 

(Bcaumont et al., 1971), ce phénotype correspondant à une klkvation isolée 

dcs LDL. Les LDL sont modifiées par oxydation et alors captées par dcs ccllulcs 

tclles que les macrophages initiant la plaque athéromateuse. 

Les nombreux travaux de Goldstein et Brown ont permis d'élucider 1cs 

bases génétiques de  I'hypercholestérolémie familiale (FH). Ccttc maladie se 

caractérise par des modifications sur le gène du récepteur LDL (mutation, 

délétion ...) conduisant à la traduction d'une protéine dont le défaut peut être 

6valué par son phénotype structural et fonctionnel. Les signcs cliniques de 

l'hypercholestérolémie familiale hétérozygote sont : l'augmentation isolée de 

la cholestérolémie, les xanthomcs tendineux, les accidents cardiovasculaircs 

précoces ... Dans sa forme hétérozygote, la fréquence de cette maladie est de 

11500. Un individu sur  un million souffre de  la formc plus gravc de  la 

maladie : la forme homozygote. 

Un autre défaut génétique, dont la fréquence d'apparition est à peu 

près identique, a été récemment décrit sur le gène de l'apolipoprotéine B. 

De nombreux au t res  facteurs peuvent  ê t r e  la cause  d 'une  

h y p e r c h o l e s t é r o l é m i e .  

Une première partie de  ce travail expose nos connaissances sur le 

cholcstérol et  son métabolisme, et sur les hypercholestérolémies liées au 

récepteur LDL e t  l ' apol ipoproté ine  B d e s  LDL.  D'aut res  causes  

d'hypercholestérolémie, non liées directement au récepteur LDL ni à 

l'apolipoprotéine B, sont évoquées. 

Le deuxième chapitre expose les techniques que nous avons utiliskcs 

pour étudier l'expression du récepteur LDL de différents types cellulaires. Cc 



travail tcchniquc nous a permis de standardiscr les méthodes précédcmnicnt 

publiécs et de  mettre au point de nouveaux protocoles d'étude. 

Ces techniques sont ensuite appliquées il l'investigation de l'expression 

du réccpteur LDL cellulaire dans différentes études. Ces résultats sont exposés 

dans le chapitre III. Les patients que nous avons sélectionnés (individus ou 

faniilles) préscntent tous un bilan lipidique et des signes cliniques les 

classant dans I'hypercholestérolémie familiale. 

Dans un premier temps, notre but était de montrer que nous pouvions, 

par des techniques sur  cellules, diagnostiquer un déficit des fonctions du 

réccptcur LDL qui pourrait expliquer l'hypercholestérolémie isolée observée 

chez certains de nos patients. Différents types cellulaires ont 616 utilisés et 

nous avons discuté les avantages et les inconvénients de chacun. 

Dans  un d e u x i è m e  t e m p s ,  n o u s  v o u l i o n s  m o n t r e r  q u e  

l ' l iypercholes térolémie  d ' au t res  pa t i en t s  ayant  un bilan l ip id ique  

comparable n'était pas forcément liée à une déficience de l'expression i n  

vitro du récepteur LDL. En effet, elle pouvait Etre liée à un défaut du ligand 

(LDL ou apolipoprotéine B),  mais d'autres hypothèses peuvent aussi être 

env i sagées .  



CHAPITRE 1 

L'HYPERCHOLESTEROLEMIE 



1. LE CHOLESTEROL 

I,c cholcstérol ,  molécule de  structure stéroïdicnne, jouc un rôlc 

csscnticl dans la modulation des caractéristiques physico-chimiques et  de la 

fonction des  membranes. 

Lc cholcstérol est aussi le précurseur des hormones stéroïdiennes, des 

acidcs biliaires ct de  la vitamine D. 

Lc cholcstérol provient de l'alimentation par absorption au niveau de 

l'intestin. 11 cst également synthétisé par la plupart des ccllules, bien que le 

foic ct l'intcstin soient quantitativement les seuls organes contribuant au 

cholestérol circulant .  t 

Il cst transporté dans le sang par les lipoprotéines. 

1.1 .  Le cholestérol exogène 

L'intestin grê le  joue un rôle important dans lc métabolisme du 

c h o l c s t é r o l .  

Le  cholestérol alimentaire, principalement sous forme d'cstcrs de 

cholestérol, est hydrolysé par une cholestérol estérase pancréatique. 

Les cellules épithéliales intestinales captent le cholcstérol libre des 

aliments et  des acides biliaires. L'absorption du cholestérol non estérifié par 

les cellules de l'intestin est un processus passif dc diffusion. Cependant la 

capacité d'absorption est  limitée, ce qui serait un facteur majeur de 

protection, minimisant les effets pathologiques d'un régime très riche cn 

cholcstérol (Rudney et Sexton, 1986). 

Dans l'entérocyte, le cholestérol est estérifié. Les esters de cholestérol, 

les triglycérides, les apolipoprotéines (apo) B48 et E sont assemblés pour 

former les chylomicrons, qui sont sécrétés dans lcs canaux lymphatiques 

intestinaux et  qui gagnent ensuite la circulation générale. 

La lipoprotéine lipase fixée aux cellules endothéliales des capillaircs 

décharge les chylomicrons de leurs triglycérides pour donner lcs "rcmnants 

dc chylomicrons". 

Ces  chylomicrons résiduels sont alors captés par le fo ic  par 

l'intermédiaire du récepteur E ou LRP pour LDL-Rcceptor-Relatcd Protcin 

(Bcisiegel et  al. 1989 ; Kowal et al., 1989 ; Scott, 1989). C'est dc cctte façon que 

le cholestérol exogène parvicnt jusqu'au foie. 



'Trcs récemmcnt, Strickland ct al. (1990) ont montré que le LRP ct Ic 

rkccptcur de l 'alpha 2-macroglobuline ont la même séqucncc protéique, 

suggérant qu'il n'existerait qu'un seul récepteur multifonctionncl. 

Lcs ccllules hépatiques vont excréter  une partie dcs esters de 

cholcstérol dans la bile sous forme d'acides biliaires et de cholcstérol librc. 

Unc autre partie du cholestérol alimentaire, avec le cho les~éro l  

syn thé t i sé  de novo par les cellules hépatiques, est sécrétée dans la 

circulation générale comme composant des lipoprotéines de  très basse 

dcnsité (VLDL). 

A côté de l'absorption intestinale du cholestérol, les cellules du foic et 

de  l'intestin réalisent la synthèse de novo du cholestérol. 

1.2. La synthèse de novo du cholestérol 

La synthèse du cholestérol à partir d'un acétate fait intervenir au 

moins 30 enzymes. 

La 3-Hydroxy-3-Méthylglutaryl Coenzyme A réductasc (HMG CoA 

réductase), enzyme clef de  cctte synthèse, réduit I'HMG CoA en acide 

mévalonique (Figure 1) (Rudncy et Sexton, 1986). 

La  synthèse du cholestérol se fait principalement dans le foie et 

l'intestin. 

1.2.1. L'HMG CoA réductase 

L'HMG CoA réductase est une glycoprotéine de masse moléculaire 

97000, composée de  887 acides aminés, ancrée dans la membranc du 

reticulum endoplasmique (RE) des cellules animales. 

Le  domaine NH2-terminal est très hydrophobe ct traversc 7 fois 

la membrane du RE. 

Le domaine COOH-terminal hydrophile est projeté dans Ic cytoplasme ct 

renferme le domaine actif de l'enzyme (Figure 2) (Liscum ct al., 1985). 

Les travaux de Lindgren ct al. (1985) ont localisé le gène de 

I'HMG CoA réductase humaine sur le chromosome 5. 



2 Acétyl CoA 

Acétoacétyl CoA 

3 - h y d r o x y - 3 - m é t h y l g l u t a r y l  C o A  
l 1 HMG CoA réductase + 

M é v a l o n a  t e  

Isopentényl pyrophosphate (C-5) 
(IPf') 

Géranyl pyrophosphate (C- 10) 
(GPP)  

Squalène (C-30) 

Lanostérol  

Desrnostérol 

Cholestérol (C-27) 

Figure 1 : Synthèse du cholestérol. 

Les nombres entre parenthèses indiquent le nombre 
d'atomes de carbone dans la molécule. 



Membrane RE 

Lumière du RE 

Figure 2 : Organisation membranaire de I'HMG CoA réductase. 

D'après Liscum et al., 1985. 

RE : Reticulum Endoplasmique. 



1.2.2. La régulation de I'HMG CoA réductase 

- inhibition Re l'activité de I'HMG CoA réductase 

L'activité de  I'HMG CoA réductasc répond à un rétro-conirôlc 

négatif par Ics produits directs de la réaction, par le cholcstérol ct ses 

dérivés (Miao et al., 1988), par les lipoprotéines de basse densité (LDL) 

(Chang ct Limanek, 1980 ; Brown et Goldstein, 1980). 

Saucier et al. (1989) suggèrent que des oxystérols, non formés à 

partir de  cholestérol ,  seraient régulateurs de  l 'activité HMG CoA 

r é d u c t a s e .  

Des expériences de Davis et Poznansky (1987) suggèrent que la 

régulation de  l 'activité de  l'enzyme par le cholestérol dépendrait 

partiellement de  l ' influence du cholestérol sur la fluidité de  la 

membrane du RE. 

L'HMG CoA réductase est aussi inactivée par phosphorylation 

covalentc en de  multiples sites. Cette modulation de l'activité par des 

processus dc  phosphorylation-déphosphorylation pcrmet à la ccllulc dc 

repondrc  t r è s  v i t e  (en  quelques minu tes )  à dcs  effecteurs 

physiologiques tels que insuline, glucagon, adénosine rnonophosphatc 

cyclique (AMPc) e t  guanosine monophosphate (GMP) (Kcnclly et 

Rodwell, 1985). 

Des expériences récentes dc Clarke et Hardie (1990) ont montré 

que, i n  vitro, I'HMG CoA réductase est inactivée par phosphorylation cn 

un si te unique par unc protéine kinase activée par I'AMPc, par une 

protéine kinase C et  par des protéines kinases calmoduline-dkpcndantes. 

Cependant, la protéine responsable de la phosphorylation de ce  site i n  

v i v o  est discutée. 

- répression de la synthèse de I'HMG CoA réductase 

De plus, l 'activité de I'HMG CoA réductasc cst réprimée cn 

présence de cholestérol par altération du taux de transcription ou dc la 

stabilité des RNA messagers (mRNA) codant pour ccttc protéine (Molowa 

et Cimis, 1989). C'est un métabolite polaire du cholcstérol, formé lors 

d'une réaction catalysée par le cytochrome P-450, qui scrait I'cffcctcur 

réel de  cette répression. 

Des expérimentations d'Osborne et  al. (1988) ont permis 

l'identification d'une séquence de 20 paires de bascs, dans Ic promoteur 

de 1'HMG CoA réductase, qui serait le support de la répression par Ics 



stirols. En présence de stérols, une protéine répresseur se lierait i la 

région de  régulation si tuée dans le promoteur et réprimerait la 

irrinscription de I'HMG CoA réductase. 

L'acide mévalonique régule lui aussi I'activité de I'HMG CoA 

réductase mais e n  contrôlant la traduction, alors quc les stCrols 

contrôleraient la  transcription (Panini et al., 1989). 

- dégradation de I'HMG CoA réducrase 

La régulation de I'activité de I'HMG CoA réductase passe aussi par 

la modulation de  son taux de dégradation. Le 25 OH-cholestérol, dérivé du 

cholestérol connu pour diminuer rapidement le taux de synthèse de 

I'HMG CoA réductase, diminue aussi l'activité globale de cette enzyme 

par augmentation de  sa  dégradation par une voie non lysosomale, la 

dégradation basale de  1'HMG CoA réductase, bloquée par le NH4C1, étant 

réalisée dans les lysosomes (Tanaka et al., 1986). 

1.3. Le transport du cholestérol - Les lipoprotéines 

1.3.1. La structure  des l ipoprotéines 

Le cholestérol est indispensable pour la construction dc toutes 

les membranes cellulaires mais, totalement insoluble dans l'eau, i l  est 

létal pour les cellules quand il est en excès. 

Le cholestérol est donc transporté sous forme estérifiée avec des 

acides gras à longue chaine. 11 occupe, avec les triglyc6rides, le noyau 

hydrophobe des lipoprotéines plasmatiques. Les lipoprotéines, qui sont 

généralement de  structure sphérique, ont  une enveloppe constituée de 

phospholipides,  d e  cholestérol libre, e t  de  protéines spbcifiques 

appelées apolipoprotéines (Figure 3). 

Les apolipoprotéines participent à la structure et aux différents 

processus du métabolisme des lipoprotéines : biosynthèse, secrétion, 

maturation e t  transformation plasmatique, échanges de  consti tuants 

avec les cellules de  l'organisme, catabolisme, activation d'enzymes 

plasmatiques, reconnaissance des lipoprotéines par les cellules (Tableau 

1) .  



Figure 3 : Structure schématique d'une lipoprotéine. 

AG : Acide Gras 
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Tableau 1 : Les  principales apolipoprotéines. 



1.3.2. La c lass i f i ca t ion  des l ipopro té ines  

L1h6t6rogénéité des lipoprotéines et les modifications constantes 

~iuxquellcs elles sont soumises dans le plasma (échanges de lipides, 

d'apolipoprotéines) rendent difficile leur classification. 

Les l ipoprotéines peuvent être classées selon des critères 

physicochimiques, et  en particulier en fonction de  leur densité. C'est la 

classification la plus utilisée. En effet, selon la composition lipidique et 

protéique, les lipoprotéines ont une densité diffkrente. Grâce à. cela, les 

l ipoprotéines peuven t  ê t r e  séparées  par  u l t racentr i fugat ion de  

flottation en cinq classes n-iajeurcs (Tableau 2) (Havel et al., 1955). 

- Les chylomicrons et les VLDL (lipoprotéines de très basse 

densité, Very L o w  Density Lipoproteins) sont riches en triglycérides. 

Les chylomicrons sont synthétises par l'intestin et les VLDL par le foie 

(cf 1.1 le cholestérol exogène). Les chylomicrons ne se retrouvent dans 

la circulation qu'après un repas riche en graisses. Les VLDL sont 

abondantes dans l a  circulation quelques heures après un repas. Les 

chylomicrons contiennent toutes les apolipoprotéines (I'apo B est sous 

forme B-48). L e s  apolipoprotéines des VLDL sont : I 'apoB-100 

indispensable à leur  sécrétion ; 1'apoE qui, avec I'apoB-100, permet 

l'interaction avec les cellules ; I'apoC-1 ; les apos C-II ct  C-III 

respectivement activatrice et inhibitrice de la lipoprotéine lipase. 

- Les IDL (lipoprotéines de  densité intermédiaire, Intermediary 

Density Lipoproteins) sont en concentration très faible chez le sujet 

normal à jeûn. Elles correspondent à une étape métabolique des VLDL. 

Leur contenu protéique est composé des apos B et E. 

- Les L D L  (lipoprotéines de  basse densité, Low Density 

Lipoproteins)  s o n t  des  part icules r iches en  cholcs térol .  Elles 

transportent la plus grande partie du cholestérol (65 à 70%) préscnt 

dans  le plasma humain normal et  leur part ie protéique est  

essentiellement constituée de l'apolipoprotéine B- 100 (apoB- 100). 

- Les H D L  (lipoprotéines de  haute densité, High Density 

Lipoproteins) sont les plus dcnses car riches en protéines (prks de 50% 

de leur masse totale). Elles ne contiennent pas 1'apoB mais des enzymes, 

telles que la L C A T  (Lecithin Cholestcrol Acyl Transferase) et  des 

protéines de transfert .  Elles sont le seul lieu d'cstérificaiion du 

cholestérol plasmatique. Le cholestérol estérifié est ensuite transfbré 



Tableau II : Lipoprotéines - Densité et  composition chimique. 



aux autrcs lipoprotéines par la protéine dc transfert dcs cstcrs dc 

cliolcstérol (CETP : Cholcsterol Ester Transfert Protcin). 

Dans ccttc classe de densité, nous pouvons distinguer 3 sous-fractions : 

Ics HDLl (1,012 < d < 1,063), les HDL2 (1,063 c d c 1,125) et lcs HDL3 (1,125 < 

d < 1,210). Lcs HDL3 ne contiennent pas l'apoE. 

Un autre critère de  classification des lipoprotéincs peut Ctre 

lcur composition en apolipoprotéines (Figurc 4). 

On dis t inguera  les  particules l ipoprotéiniqucs simples ne 

contenant  qu 'une  apolipoprotéine (LpA-1, LpB ...), des  particules 

l i p o p r o t é i n i q u e s  c o m p l e x e s  c o n t e n a n t  d e u x  ou plusieurs 

apolipoprotéines (LpB:E, LpB:C-III, LpA-1:A-II, LpB:C-1II:E ...) (Alaupovic, 

1972). 

1.4. Le métabolisme des lipoprotéines 

1.4.1. Les chylomicrons 

Le cholestérol alimentaire, absorbé par Ics ccllulcs intestinales, 

va être sécrété dans la circulation générale comme composant des 

chylomicrons. Il est principalement sous formc estérifié, associé à des 

t r ig lycér ides  e t  des  apol ipoproté ines  (dont  I ' apoB-48 qui cst 

indispensable à la structure des chylomicrons). 

Dans la circulation, des apolipoprotéines sont échangées entrc 

les HDL et les  chylomicrons, qui reçoivent en particulier lfapoC-II 

activatrice de la lipoprotéine lipase. 

Rapidement la lipoprotéine lipase, enzyme fixée par des chaines 

glycanniques à la  membrane externe des cellules endothéliales des 

vaisseaux capi l la i res  et  act ivée par  I 'apoC-II dcs  chylomicrons,  

hydrolyse les triglycérides. Les acides gras ainsi libérés sont captés par 

les tissus ct utilisés ou stockés dans le tissu adipeux. 

Les édifices résiduels appelés "rernnants" sont captés par Ics 

hépatocytcs, puis dégradés. Ainsi est apportée au foic unc partic dcs 

l ipides alimentaires. 



C-II 

C-III 

Figure 4 : Exemple de composition en apolipoprotéines de particules 

l ipoproté iniques .  



1.4.2. Les VLDL 

Lcs VLDL sont synthétisécs par l'hépatocyte. L'apoB-100 cst 

cssenticllc à leur sécrétion. Les apolipoprotéincs sont synthétisées cians 

le rcticulum endoplasmique rugueux. Lcs l ipides ( tr iacylglycérols,  

phospholipides) sont synthétisés par des enzymcs situées sur la facc 

cytoplasmique du reticulum endoplasmique. Des études trks réccntcs 

s 'intéressent au transport des lipides à travers la membrane du 

rcticulum endoplasmique et à l'assemblage des composants dcs VLDL. 11 

semblerait que l 'assemblage ne se fasse pas dans  lc rcticulum 

cndoplasmique mais plutôt dans l'appareil de Golgi (Bambcrger ct Lanc, 

1990 ; Boren ct al., 1990 ; Gibbons 1990). 

Elles contiennent relativemcnt peu d'estcrs de cholestérol. Ellcs 

pcrmcttent plutôt la sécrétion des triglycéridcs endogènes. 

Dans la c i rcula t ion,  les apolipoprotéincs C ct  E sont 

principalement transférées aux VLDL par les HDL. 

La lipoprotéine lipase hydrolyse les triglycéridcs, puis les apos C 

et les phospholipides sont retransférécs aux HDL. 

Les lipoprotéines résiduelles ou IDL sont r ichcs  cn 

apolipoprotéines E. Elles auront une très forte affinité pour lcs 

récepteurs B, E des  cellules hépatiques et  elles seront captées ct  

dégradées .  

La Triglycéride Lipase Hépatique (TGLH) transforme une partie 

des IDL en LDL en hydrolysant les triglycérides. 

1.4.3. Les LDL 

L'apolipoprotéine B-100 reste liée à la particule lipidique, de  sa 

sécrétion hépatique sous forme de  VLDL à sa  dégradation finale. 

L'apolipoprotéine B-100 cst reconnue par les récepteurs B, E de tous lcs 

types cellulaires. 

Compte tenu de leur faible composition en apoE ct de la moindre 

affinité dcs réccpteurs B, E pour 1'apoB que pour I'apoE, la durée dc vic 

des LDL (plusieurs jours) est plus longue que celle des VLDL (4 heurcs). 

Les LDL, lipoprotéines transportant la  plus grande partic du 

cholestérol plasmatique, assure son catabolisme principalcrnent par unc 



voic spCcifiquc hautcmcnt contrôlée : lc réccptcur B ,  E, rtuqucl nous 

consacrerons la dcuxièmc partic de ce chapitre. 

Lcs LDL, reconnucs par Ics réccptcurs B, E regroupés dans dcs 

puits recouverts de  clathrine, sont internalisées et dégradécs, alors quc 

lc récepteur retourne à la surface cellulaire pour un nouveau cyclc. 

Lc cholestérol libéré dans la ccllule régule trois proccssus 

intracellulaires en une action coordonnée qui stabilise le contcnu 

ccllulairc en cholestérol (Figure 5 ) .  

- Il inhibe l'activité et la transcription du gène dc 1'HMG CoA 

réductase et accélère sa dégradation (cf chapitre 1 1.2.2.). 

- L e  choles térol  ac t ive  l ' enzymc d ' e s t é r i f i c a t i o n  du 

cholestérol, 1'Acyl Coenzyme A Cholestcrol Acyltransfcrasc 

(ACAT),  permettant le  stockagc, dans le cytoplasme, du 

cholestérol en cxcès sous formc dc gouttclcttes d'cstcrs de 

cholestérol moins toxiques pour la cellule que le cholestérol 

l i b r e .  

- Enfin, Ic cholestérol réprime la synthèse dcs réceptcurs 

aux LDL. 

Ainsi, grâce à ces mécanismes de régulation, la ccllulc garde constante 

sa conccntration en cholestérol non estérifié. 

Lors d'une lésion de  la paroi artérielle, d'autres types de 

récepteurs présents sur les macrophages ou les ccllules musculaires 

lisses peuvent capter les LDL modifiées par oxydation (lors d'un long 

sé jour  plasmatique).  Ces  réceptcurs non régulés contribuent à 

l 'accumulation de  cholestérol dans les macrophages dc  la plaque 

d ' a t h é r o m e .  

1.4.4. Les HDL 

Les HDL sont très hétérob' rcnes. 

Elles pcuvent être considérées comme la plaque tournante dcs 

échanges de lipides entrc les lipoprotéines, et entre les lipoprotéines ct 

les ccllules. 

Les HDL sont essenticllement synthétisées par le [oie. Ellcs 

peuvent aussi être formécs à partir dcs constituants lipidiques et 
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Figure 5 : Catabolisme des LDL par la voie des récepteurs LDL. 

D'après Brown et Goldstein. 1986. 



apolipoprotéiniques de  surface relargués lors d e  la lipolysc dcs 

lipoprotéines riches en  triglycérides. 

Les HDL3 globulaircs sont de bons accepteurs de cholcst6rol 

cellulaire. Des signaux cellulaires, produits lors de  I'intcraction entrc 

Ics HDL riches en  apoA-1 ou apoA-IV et  un réccptcur mcmbranairc 

spécifique, permettent de  mobiliser le cholcstérol intraccllulairc cl dc 

le faire migrer vers la membrane plasmique (Oram ct al., 1981 ; Aviram 

ct al., 1989 ; Steinmetz et al., 1990). 

Lc retour du cholestérol vers le foie, seul licu d c  son 

métabolisme, peut se faire de deux façons : 

- soit par Ic catabolisme direct dcs HDL au niveau hépatique, 

mais cette voie scmblc mincurc, 

- soit par  l'intermédiaire des lipoprotéines de bassc dcnsitC 

auxquelles le cholcstérol estérifié cst transférc. 

1.5. Conclusion 

Le métabolisme complcxc du cholcstérol pcut, à de ni~iltiplcs nivcaux, 

ê t rc  régulé. Il est dépendant de  l'apport alimentaire, de  la synthèse 

hépatique, et dc l'utilisation par les ccllulcs. 

L'apolipoprotéine B est l a  protéine majeure t ranspor teur  du 

cholcstérol plasmatique. Elle est indispensable à l'assemblage des VLDL ct à 

leur sécrétion dans le plasma. 

Les lipases hydrolysent les triglycérides transportés vers Ics tissus par 

les VLDL. Les particules en résultant, les LDL, sont cnrichics en cstcrs de 

c h o l e s t é r o l .  

Les LDL vont délivrer le cholestérol aux tissus et au foie par la voic de 

récepteurs, les récepteurs LDL, reconnaissant spécifiquement 1'apoB des LDL 

ct 1'apoE des VLDL, des IDL et des HDL. 

La concentrat ion plasmatique du cholcstérol es t  principalcmcnt 

corrélée avec la concentrat ion plasmatique en lipoprotéines contenant 

I 'apoB. 

La concentration plasmatique des LDL, et donc du cholestérol, csl détcrminCc 

par un équilibre entre l a  production des LDL à partir dcs VLDL, et leur 

clairance hépatique par l'intermédiairc du récepteur LDL. 

Il peut donc y avoir hypercholestérolémie par hypcrproduction mais 

aussi par défauts du catabolisme dcs LDL. 



Ccs défauts dc catabolisme pcuvent t tre dus, soit au ligand, soit au réccpicur 

LDL. 

Dans Ics chapitrcs suivants, nous verrons les différcntcs pathologies 

conduisant à dcs hypercholestérolémics, et en particulier ccllcs que l'on a pu 

attribuer au rkccpteur LDL ou i I'apolipoprotéinc B. 



II. LE RECEPTEUR LDL 

DES 1973, Brown et Goldstein utilisaient les fibroblastes dc peau cn 

culture commc modèle d'étude des défauts génétiques du métabolisme dcs 

lipoprotéines. Ils montraicnt que les ccllulcs d'un paticnt souffrant de la 

i'ormc h o m o ~ y g o t c  de  l 'hypercholes térolémie  famil ia le  ( F H )  étaicnt  

incapablcs d'utiliser le  cholestérol des LDL. En cherchant la causc dc ce 

défaut, i ls  montraient alors que les cellules normales possédaicnt à lcur 

surface un réccpteur fixant spécifiquement les LDL : le récepteur LDL. Ccs 

travaux initièrent une longue série d'études pour définir les propriétés du 

réccpteur LDL. Ils conduisirent à sa purification ct au clonage dc son gènc. 

Lc  réccpteur LDL a été purifié pour la prcmière fois à partir du cortcx 

adrénalien bovin par Schncidcr ct al. (1982). 

Dans  un premier temps, l a  séquencc d'acides aminés dc  la pariic 

carboxy-terminale du récepteur LDL a été déterminée par Russcl ct al. à 

partir du cDNA (Russel et al., 1983 ; 1984). 

Pu i s  Yamamoto rapporte lc clonage, la séquencc nucléotidiquc ct 

I'cxprcssion dans les ccllules COS du cDNA complet dc 5,3 kilobascs du 

réccpteur LDL. De la séqucncc nucléotidique, i l  cn déduit la séqucncc dcs 

acidcs aminés (Yamamoto et al., 1984). 

11.1. La structure du récepteur LDL 

Le récepteur LDL humain est coniposé de 839 acides aminés et peut être 

divisé en cinq domaines (Figure 6) (Yamamoto ct al., 1984). 

11.1.1. Le premier  domaine amino-terniinal  

Le premier domainc est situé à l'extrémité NH2 - t c r m  in  a l c .  

Composé de 292 acides aminés, i l  cst très riche cn cystéincs (42 résidus). 

Ce domaine est situé du côté externe de  la membranc plasmique. Chacun 

de ces résidus cystéine apparaît êtrc impliqué dans un pont disulfure. 

Le récepteur LDL, grâcc à ses ponts disulfurcs, est cxtrênicmcnt stable ct 

garde ses propriétés dc fixation des LDL, mêmc après avoir Eté porté à 

ébullition en présence de Sodium Dodccyl Suli'aie (SDS) ou de guanidinc, 

tant qu'il n'est pas mis cn préscncc d'agents réducteurs (Danicl ct al., 

1983). Cette stabilité polirrait protéger la molécule des variations de pH 
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Figure 6 : L e  récepteur  L D L  : une  cha ine  glycoprolé inique composée  de c inq 

d o m a i n e s .  

D'après Esser  e t  al., 1988. 



quand cllc cst recyclée plusieurs fois cntre les puits rccouvcrts dc la 

surface cellulaire et les cndosomes intraccllulaircs à pH ~icidc (Brown ct 

al., 1983). 

Cc domaine NH2-terminal est composé de  scpt séqucnccs 

rkpétées de 40 acidcs aminés. L'extrémité COOH de chacune de ccs scpt 

séquenccs est fortement chargéc négativement. Ccs séquences sont 

cornplémcntaires de séqucnces chargées positivement des ligands du 

récepteur LDL : 1'apoE ct 1'apoB (Innerarity et al., 1984). 

La construction de mutations par mutagénèse a permis à Esscr cl 

al. (1988) de montrer que les scpt séquences ne sont pas équivalcntcs du 

point de vue de la fonction : 

- la première séquence ne joue pas de rôle dans la fixation 

des LDL ni des VLDL, 

- les séquences 2 ct 3, puis 6 ct 7 sont néccssaircs pour la 

fixation maximale dcs LDL, mais non des VLDL, 

- la  séquencc 5 apparaît indispcnsablc pour la fixation dcs 

deux ligands. 

Le domaine de  fixation SC réduit donc à six séqucnccs rkpétécs ct i l  

présente une symétrie avec huit acides aminés dc liaison cntrc Ics 

séquences 4 et  5. 

La première séquencc contient un site de fixation du calcium ct 

est très immunogène. Cependant, la fonction dc  ccttc séquencc du 

réccpteur LDL des fibroblastes n'est pas élucidée (Van Dricl ct al., 1987). 

11.1.2. L e  second domaine 

Le second domaine du récepteur LDL, constitué d'cnviron 400 

acidcs aminés, présente une homologie de  structure (33% d'acides 

aminés identiques) avec le domaine cxtraccllulairc du prkcurscur du 

facteur de croissance EGF (Epidermal Growth Factor) dc souris. Cc second 

domaine est aussi formé dc  courtes séqucnccs répétitivcs d'cnviron 40 

acides aminés, désignées par les lettres A, B ct C. 

Davis et al. (1987a) ont réalisé des analyses de délétion pour 

élucider le rôle de ce  deuxième domaine. Ccttc région est néccssairc 

pour la fixation des LDL, et non des VLDL, sur des ccllulcs intactes. En 

effct, elle permet de placer le domaine de fixation du réccpteur dans une 

conformation qui le rend acccssiblc aux LDL à la surfacc ccllulairc. 



L'apoB-100 est unc protéine de niasse moléculaire importante (550000) 

dont les si tcs de  fixation au récepteur LDL doivent avoir unc 

configuration rclativcment fixe, alors que Ics VLDL contiennent dc  

n~ultiples copies de l'apoE (38000) et n'ont pas besoin dc  conformation 

particulikre du récepteur LDL. 

Ce second domaine est nécessaire pour la dissociation acido- 

dépendante des VLDL, ainsi que pour le recyclage du récepteur sans 

d é g r a d a t i o n .  

11 semblerait que l'altération de  la structure de la séquence A de 

cc domaine conduise à une réduction de  moitiC de la fixation des LDL 

(Esscr et al., 1988). 

1.1.3. L e  t ro i s i ème  domaine  glycosylé 

Le troisième domainc est une séquence de 58 acides aminés dont 

18 résidus sérine ou thréoninc. Des chaines glycosylécs sont liées à ccttc 

séquence par des liaisons de  type O. 

1.1.4. L e  q u a t r i è m e  domaine  m e m b r a n a i r e  

Des expériences de protéolyse (Russel et al., 1984) ont montré 

que le quatrième domaine de 22 acides aminés hydropliobcs traverse la 

membrane cytoplasmique.  

1.1.5. L e  c i n q u i è m e  d o m a i n e  ca rboxy- te rmi i l a l  

L e  cinquième domaine du réccpteur LDL humain est une 

séquence de 50 acides aminés qui correspond à la partic COOH-terminale 

localisée du côté cytoplasmique de  la membrane cellulaire. Cette 

séquence présente une très forte homologie avec celle du récepteur LDL 

bovin où seulement 4 résidus d'acides aminés diffèrent. 

Cc  domaine cytoplasmique contient plusieurs rCsidus serine et 

thréonine, et  trois résidus tyrosine, sitcs potentiels dc phosphoryla~ion. 

Cc domaine joue un très grand rôle dans la compartimentation 

des récepteurs dans les puits recouvcrts, grâce à des interactions avcc la 

clathrine elle-même, ou avcc des protéines associEcs à la clathrine. 



Davis c t  al. (1987b) ont  montré, par des cxpéricnccs dc  

mutagEnCsc, qu'un résidu aromatique en position 807 est tiéccss:iirc 

pour unc intcrnalisation corrccte du récepteur LDL. Sculs  Ics 22 

premiers acides aminés du domaine cytoplasmique sont indispcnsablcs à 

I'intcrnalisation rapide du récepteur LDL. 

Chcn et al. (1990) ont confirmé les travaux de l'équipe de Davis. 

Unc séquence de  type Asparagine-Proline-X-Tyrosine cst indispensable 

pour l'intcrnalisation du récepteur LDL, avec la tyrosine en position 

807. 

11.2. Le gène et la biosynthèse du récepteur LDL 

11.2.1. La structure du gène 

Par des  expérimentations d'hybridation in  situ, Ic locus du 

récepteur LDL humain, d'environ 45 kilobases, a été localisé sur le bras 

court distal du chromosome 19 (Lindgren cl al., 1985). 

Le gène est divisé cn 18 exons et 17 introns (Figure 7). 13 dcs 18 

cxons codant pour le récepteur LDL présentent des homologies de  

séquences  avec  des  gènes d 'aut res  protéines (proté ine  C9 du 

complément, précurseur de I'EGF, facteurs de coagulation IX ct X). Le 

récepteur LDL apparait donc comme une protéine n~osaïque construite 

par des exons homologues à ceux d'autres protéines (Südhol '  et al., 1985). 

Il exis te  une très forte corrélation cntrc les  domaines 

structuraux de la protéine et les séquences d'exons du gEnc du récepteur 

LDL. 

Le premier exon code pour une séquence signal de 21 acidcs aminés, 

pour la plupart hydrophobes, qui est clivée après la traduction. 

Le premier domaine est codé par les exons 2 à 6. 

Le domaine suivant, présentant de fortes homologies avec le précurseur 

de I'EGF, est code par 8 exons successifs. Chacune dcs séqucnccs répétées 

A, B et C (cf. 11.1.2.) est codEe par un exon. 

La partie comportant dcs O-glycannes est codee par un seul cxon, alors 

que la région transmembranaire est interrompue par un intron. 

Un autre  in t ron interrompt la séquencc codant pour la qucue 

cytoplasmique de  la partie COOH-terminalc du récepteur LDL. 



Exons 1  
2.3. 4 .Sv6 7.8. 9 90 v ~ ~ v 1 2 v 9 3 v 1 4  5 6 i 7 v 4 8  

Domaines I ocmH 
protéiques .. Fixation du ligand Homologie avec le 

précurseur de 1'EGF 
I 

Séquence 
signal 

Transmembranaire 

Figure 7 : Organisation des exons et des domaines protéiques du récepteur 

LDL humain. 

D'après Südhof et al., 1985. 

Les séquences riches en résidus cystéine du domaine de  fixation du 

ligand sont désignées par les chiffres 1 à VII. Les séquences IV et V 

sont séparées par 8 acides aminés. 

Les trois séquences riches e n  résidus cystéine du domaine 

homologue au précurseur de  I'EGF sont désignées par les lettres A, 

B et C. 

La position des  introns interrompant l a  région codante es t  

indiquée par les flêches. 



Lc dcrnicr cxon code pour les 12 derniers acides aminés dc la protéine 

dans sa partie COOH-terminale ainsi que pour une longue région (2,5 

kilobascs) qui ne sera pas traduite et  qui préscntc dc nombreux 

éléments de répétition Alu (Yamamoto et al., 1984). Les séqucnccs Alu 

rcpréscntcnt 3 à 6% de la masse totale du DNA. Ellcs ont environ 300 

paires dc  base, et sont constituées en général de 2 séquenccs répétées 

"tête-bèche" et  d'une séquence riche en adénine à lcur extrêmité 3' 

(Figure 8). Ces séquences Alu sont éliminées lors de I'épissage des RNA. 

La région 5' du gène du récepteur LDL n'a pas plus dc  100 paircs de 

bases. Cctte région n'est pas traduite. L'analyse de  ccttc région scra 

rcportée dans une partie ultérieure traitant de  la régulation du 

réccpteur LDL (cf. 11.4.). 

11.2.2. La biosynthèse d u  récep teur  LDL 

La présence d'unc séquencc signal NH2-terminale hydrophobe 

sugg6re q u e  le réccpteur LDL est synthétisé dans  le reticuluni 

cndoplasmique rugueux. 

L c  récepteur LDL est d'abord synthétisé sous forme d'un 

précurseur de  masse moléculaire apparentc de  120 000 (gel de 

polyacrylamide en SDS). Ce précurseur est glycosylé (2 chaincs N-  

glycosylées et de multiples résidus GalNAc liés par dcs liaisons dc typc O) 

(Cummings et al., 1983). 

30 à 40 minutes après sa synthèse, le réccpteur LDL a une masse 

rnoléculairc apparente de 160 000 (Tolleshaug ct al., 1982). 

Cette augmentation de  masse moléculaire apparentc cst attribuablc à 

l'élongation des chaines liées en O (et non à l'addition dc sucres liés par 

des liaisons de  type N) dans l'appareil de Golgi ,  ainsi qu'à un 

changement  conformat ionnel .  

Le récepteur LDL migre ensuite vers la surfacc ccllulairc o ù  i l  

se  concentre dans dcs régions particuliCres : lcs puits recouverts dc 

c l a t h r i n e .  



A : Séquence Alu consensus 
- 1 3 0  nt - 160 nt 

B : mRNA du récepteur LDL 

Figure 8 : Organisation des séquences Alu de la région 3' non traduite du 

mRNA du récepteur LDL. 

D'après Yamamoto et al., 1984. 

A : Schéma d'une séquence Alu humaine. 

B : Schéma des séquences Alu du mRNA du LDL récepteur. 

nt : nucléotide. 

Séquence hachurée : séquence répétée gauche. 

Séquence noire : séquence répétée droite. 

Les pourcentages correspondent au degré d'homologie entre les 

séquences répétées gauche et droite. 



11.3. Le rôle et le métabolisme du récepteur LDL 

Lc conccpt d"'endocytosc par réccptcur" fut formulé par Goldstcin ct 

Brown cn 1974 pour expliquer que la régulation du métabolisme ccllulairc du 

cliolcstérol dépendait d'une séquence précise d'événements : fixation sur la 

surfacc cellulairc, internalisation puis dégradation intracellulaire des  LDL 

p lasmat iques .  

Le réccptcur LDL fait partie de  la classe de récepteurs qui migrent 

spontanément vers les puits recouverts, qui entrent dans la cellule et sont 

rccyclés de façon continue, même en l'absence de  ligands (Basu et al., 1981). 

Les pui ts  recouver ts  s ' invaginent pour  fo rmer  des  vésicules 

d'cndocytose recouvertes. Très rapidement, le  manteau dc clathrine se 

dissocie. Dc multiples vésicules d 'cndocytosc fusionncnt pour  donncr 

naissance aux cndosomes, dont le pH est maintenu à 6.5 grâce à unc pompe à 

protons. A ce pH acide, les LDL se dissocient de leur récepteur. 

Cc dernier retourne à la surface cellulaire où i l  pcut imrnédiatemcnt 

fixcr une nouvelle LDL. Le réccptcur LDL est recyclé toutes Ics 10 à 20 

miiiutes, qu'il soit ou non occupé par une LDL. Grâce à sa trbs grande stabilité 

de  structure, i l  peut supporter 150 passages dans les endosomes acides sans 

perdre ses fonctions. 

Dcs travaux rkcents de Casciola et al. (1989) ont montré quc Ic réccptcur LDL 

n'était pas dégradé dans les lysosomes et que sa dégradation n'était pas 

associée à l'endocytose des puits recouvcrts ni au recyclage du récepteur. 

L'endosome fusionne avec un lysosome primaire. Lcs composants 

protkiques des LDL sont hydrolysés en acidcs aminés, et sous l'action de 

lipascs acides, les esters de cholestérol sont hydrolysés libérant le cholestérol 

(Brown et Goldstein, 1986). 

Le cholestérol ainsi libéré cst utilisé par les cellules pour la synthèse des 

mcmbranes et,  comme nous l'avons déjà indiqué (Figure 5), i l  cxcrce 3 

actions de régulation au niveau de : 

- la captation des LDL, 

- la synthèse du cholestérol 

- et de son stockage. 

Des expériences de Aulinskas et al. (1985) ont montré qu'unc partic dcs 

LDL pouvait subir une rapide rétro-endocytose (c'est-à-dire, retour vers la 

surface cellulaire), température-dépendante, intervenant après la fixation ct 



l'inrcrnalisation dcs LDL par la voie des récepteurs spécifiques (Figurc 9). Ccs 

LDL rétro-cndocytées ne subissent pas d'altérations de  leur structure. Cctte 

voic pourrait donc être une alternative quand la conccntration ccllulairc cn 

LDL non dégradées atteint un taux anormal, par exemple lors de déficicnccs 

lysosonialcs, o u  quand les compartiments cellulaires normalcmcnt acides ne 

pcuvcnt rnaintcnir un pH bas. 

11.4. Les ligands du récepteur LDL 

Le récepteur LDL fixe les lipoprotéines contenant non seulement 

1'apoB mais aussi I'apoE, et indépendamment de la classe dc  densité des 

l i p o p r o t é i n e s .  

Ainsi, le récepteur LDL reconnaît : 

- Ics LDL, 

- lcs IDL, 

- Ics HDL enrichies ou non en cholestérol, 

- Ics VLDL de sujcts normaux ou hypertriglycéridéiniqucs. 

L'apoB scra étudiée précisément dans la partic suivantc. 

L'apoE cst constituée de 299 acides aminés dont 10 à 20% de résidus 

arginine. Sa masse moléculaire est de 34145. La modification des résidus 

basiques de  1'apoE retarde le catabolisme in vivo des lipoprotéincs contcnant 

I'apoE (Mahley et al., 1980). 

Il  existe une homologie de  structure entre le domaine de fixation au 

récepteur de I'apoE et une région de I'apoB (Figure 10) (Knott et al., 1985). Les 

résidus chargés positivement sont complémcntaires d 'une séqucnce du 

r6ccpteur LDL riche en résidus acides. 

L'apoE possède plusieurs allèles structuraux. Lcs trois allèles courants, 

E 2 ,  E3,  Eq ont des fréquences respectives de 0.07, 0.78, et 0.15 (Havckcs ct al., 

1987). 

Les résultats de Pitas ct al. (1979) in vitro révèlent que l'affinité des 

HDL enrichies en cholestérol pour les récepteurs est 25 fois supErieurc à 

ccllc des LDL. De plus, la concentration saturante de ces HDL es1 4 fois plus 

faible que les LDL. 

Figure 9 
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recouverte 

Vers les lysosomes 

Figure 9 : Modèle de  retro-endocytose des LDL par les fibroblastes humains. 

D'après Aulinskas et al., 1985. 

RE-LDL : LDL Retro-Endocytées. 



ApoE 

(Résidus 140 - 150) 

LDL récepteur -Cys-ASp-X-X-X-i\s-Cys-X-ASp-Gly-Ser-A--- 

Séquence consensus 

Figure 10 : Complémentarité entre le site de laison du récepteur LDL et de ses 

ligands (apoE et apoB). 

En caractères gras sont indiqués les acides aminés basiques des 

apo l ipopro té ines .  

Les acides aminés acides du récepteur LDL sont en gras soulignés. 

D'après Knott et al., 1985. 



Lc réccptcur aurait des sites multiples de fixation : 

- sites tous accessibles à I'apoE des HDL enrichies en cholestérol. 

- fixation équimolaire entre I'apoB des LDL el les sites du 

r é c e p t e u r .  

In vitro, les VLDL de sujets hypertriglycéridémiques ont plus d'affinité 

pour les récepteurs LDL que les LDL et les VLDL de sujets normaux (Gianturco 

et Bradley, 1986 ; Agnani, 1989). Ces VLDL se fixeraient par I'apoE ayant plus 

d'affinité pour le récepteur LDL. L'apoB ne serait pas accessible au réceptcur 

à cause de l'importance du noyau de triglycérides. 

La pr6sence d e  I 'apoE serait le déterminant majeur du destin 

métabolique du cholestérol (Y amada et al., 1989). L'endocytose contrôlée des 

VLDL par le récepteur LDL limite leur conversion cn IDL et en LDL 

(Yamamoto et al., 1989). 

Plus il y a d'apoE dans la particule, plus l'affinité de celle-ci pour le 

récepteur est élevée. 

Inversement I'apoC-III gène l'accessibilité de I'apoB d'une lipoprotéine 

ct inhibe sa fixation su r  le récepteur (Agnani et al., soumis pour publication 

à Artcriosclerosis 1990).  L'apoC-III a peu d'cffct sur  l'interaction d'une 

lipoprotéine présentant une concentration élevée en apoE. 

Les ligands apoE du récepteur LDL sont surtout augmentés dans les 

lipoprotéines isolées d e  sujets hypertriglycéridémiques, pathologie que nous 

n'aborderons pas. Cependant leur augmentation n'est pas négligeable dans 

les hypercholestérolémies essentielles. 

11.5. Les mutations sur le gène du récepteur LDL 

Des mutations sur  le gène du récepteur LDL sont la cause d'une maladie 

à transmission autosomale dominante : l 'hypercholestérolémie familiale ou 

hypcrcholestérolémie essent ie l le .  

Ces mutations perturbent la structure et la fonction du récepteur LDL 

ce  qui provoque une déficience familiale et  héréditaire du métabolisme du 

cholestérol, par un mauvais catabolisme des LDL par la voic spécifique des 

récepteurs. Les LDL stagnent dans le sang, elles sont modifiées et vont 

dCposcr leur cholestérol au niveau des artères et  dcs tendons. 



Cctte maladie se caractérise par des signes cliniques dont dcs infrtrctus 

prccoccs. dcs  xanthomcs tendineux et  une concentrat ion ClcvCc d e  

ctiolcsicrol d~iris le sang. Cette hypercholestérolCmie ne s'accompagne pas 

d 'une  hypcr t r ig lycér idémie .  

I I  cxistc cliniquement deux formes de la maladie : 

- ilne forme hétérozygote dont la fréquence est de 1 pour 500. Les 

individus n'héritent de leurs parents qu'un gène mutant. Leur 

cholestérolémie est environ deux fois supérieure à celle des sujets 

sains (cholestérolémie d'un sujet sain : 1,5 à 2 g/l). 

- une forme homozygote dont la fréquence est de 1 pour 1 million. 

Les individus atteints ont les deux gènes du récepteur LDL mutants. 

Incapables de synthttiser des récepteurs LDL fonctionnels, ils ont 

dans le sang six fois plus de LDL que les individus normaux et 

sourfrent d'infarctus du myocarde dès l'enfance. Comme i l  existe de  

multiples allèles mutants sur le locus du récepteur LDL, beaucoup 

d'individus désignés comme homozygotes hCritent en fait de deux 

allèles présentant deux mutations différentes. 

Les travaux de Goldstein et Brown et de leurs collaborateurs ont permis 

d'étudier la génétique de  l'hypercholcstérolémie familiale. Dès 1975, i l  Ctait 

devenu évident que différentes mutations pouvaient affecter le récepteur 

LDL (Goldstein et al., 1975). 

Sur  des fibroblastes prélevés par biopsie de  peau chez les patients 

homozygotes pour  l 'hypercholestérolémie familiale (diagnostic clinique), 

cette équipe a étudié : 

- la fixation des LDL, 

- la fixation d'anticorps monoclonaux tels que I'Ig-C7 (Beisicgcl et 

al., 1981), 

- la protéine synthétisée (Tolleshaug et al., 1983). 

Ces travaux ont abouti à la description de  quatre classes de mutations 

affectant : 

- la synthèse du réccpteur LDL, 

- son transport, 

- la fixation du ligand, 

- son internalisation (Figure I l ) .  

Plus récemment, l 'analyse de  la séquence des gènes mutés et  

l 'utilisation d c  mutations artificielles créées par mutagénèse in vitro ont 
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Figure 1 1  : Les mutations du gène du récepteur LDL. 

D'après Goldstein et Brown, 1986. 
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Figure 12 : Mutat ions naturelles du récepteur LDL récemment caractérisées. 

D'après Van der  Westhuyzen et al., 1990. 

$ : Délétion. 

v : Substitution. 

i : Séquence riche en  résidus cystéine. 

L 'e f fe t  d e s  muta t ions  s u r  chaque  domaine  e s t  indiqué en t r e  

p a r e n t h è s e s .  



permis d'accumuler de  nombreuses informations sur les relations structurc- 

fonction du réccpteur LDL (Figurc 12). 

11.5.1. Classe 1 : pas  d e  p récurseur  détectahle 

Ces al lèles mutants sont les plus fréquents. La  proteine 

récepteur n'est pas du tout exprimée. 

Cette classe comprend : 

- les mutations non-sens qui introduisent un codon de  

terminaison dans la région codante, 

- les mutations ponctuelles dans la région promotrice qui 

bloquent la transcription du mRNA, 

- les mutations ponctuelles au niveau des jonctions intron- 

exon qui altèrent l'épissage des mRNA, 

- de larges délétions. 

Une mutation de classe 1 est le cas le plus frkquent affectant lcs 

canadiens français. Une large délétion dc  1 0  000 bases à partir de 

l'extrémité 5' du gène du récepteur LDL (promoteur et exon 1) empeche 

la production des mRNA du récepteur LDL et donc de toute protéine 

(Hobbs et al., 1987). 

Des travaux plus récents de Hobbs et al. (1989) suggèrent qu'il 

existe 13 mutations différentes dans cette classe ne conduisant aucune 

synthèse de la protéine. 

Le lapin Watanabe, présentant un défaut génétique du réccpteur 

LDL, es t  le  modè le  animal pour l 'hypercholestérolémic familiale 

humaine homozygote. L'équipe de Goldstein et Brown (Kita et al., 1982) a 

montré que cette déficience génétique conduit simultanément à une 

hyperproduction de  LDL (par hyperconversion des VLDL en IDL puis 

LDL) et à une diminution de la clairance de ces LDL. Ceci conduit à une 

augmentation très importante des LDL plasmatiques. 

L'équipe de  Scanu (Hummel et al., 1990), découvre une famille de 

singes rhésus présentant  une hypercholestérolémie associée A unc 

déficiencc en récepteur LDL. Les singes atteints sont hétérozygotes pour 



unc mutation lion-sens dans l'exon 6 du gène du réceptcur LDL. Aucun 

rCccptcur n'est synthétisé. La découverte dc cc modèlc de primatc, plus 

prochc dc cclui de  l'homme que ne l'est le lapin Watanabc, scra utilc 

pour Ctudicr les relations cntre le récepteur LDL ct le métabolisme dcs 

1ipoprotCincs. Ce modèle permettra aussi sans doute d'étudier l'efficacité 

d c  rég imes  o u  de  m é d i c a m e n t s  d a n s  l e  t r a i t c m c n t  d c  

l 'hypcrcholcstérolémic familiale humainc.  

11.5.2. Classe II : défau t  de  matura t ion  du p récurseur  

Lcs  récepteurs  mutants sont synthétisés sous formc de  

précurseurs mais migrent très lentement, ou pas du tout, du rcticulum 

cndoplasniique vers l'appareil de Golgi. Ils n'atteignent pas la surfacc 

ccllulairc. Ceci s'expliquerait par une conformation anormale ou,  pour 

certains, par un défaut de clivage de la sEqucncc signal NH2-tcrminalc .  

Une délétion de six bases dans I'cxon 2 conduit à l'omission de 2 

acides aminés en position 26 ct 27 de la prcmièrc séquencc répétéc riche 

en cystéines. Cette délétion diminue la distancc cntre 2 résidus dc  

cystéine et  ce là  altère probablemcnt Ics ponts disulfurcs ct la 

conformation du récepteur. Lc transport ccllulairc cst ralenti mais Ic 

récepteur fixe correctement les LDL : ccci confirme quc la prcmièrc 

séquence répétée n'est pas nécessaire pour la fixation dcs LDL à lcur 

récepteur (Leitersdorf et al., 1988). 

Leitersdorf et al. (198910) ont caractérisé les 24 allèlcs mutants 

chez 12 Afrikaners homozygotes pour l'hypercholestéroléniic familiale. 

Ils ont identifié deux mutations présentes dans plus de 95% dcs gèncs de 

lcur échantillon. Ces  deux mutations sont des substitutions de bascs 

conduisant au changcrnent d'un seul acidc aminé. 

Pour l'une des mutations, le précurseur cst normalement synthétisé ct i l  

subit unc maturation retardée. Le réceptcur LDL qui cn résulte ne fixe 

pas les LDL. 

Le deuxième allèle mutant produit un précurseur dont la maturation cst 

plus lentc et qui est rapidement dégradé. 



Knight et al. (1989) décrivent des expérimentations réalisées sur 

Ics Sibroblastcs de  peau provenant d'un sujet ho i r io~ygo tc  pour 

I'hypercholestérolémie familiale. Ces cellules présentent non seulement 

une maturation plus lente (mais pratiquement complète) du précurscur 

du récepteur LDL, mais en plus elles fixent beaucoup moins les VLDL et 

les LDL que des cellules normales. La  mutation serait sur une region 

encore non localisée qui affecterait la structure du récepteur LDL. 

En 1989, Hobbs et al. décrivent une mutation ponctuelle dans la 

quatrième séquence répétée du premier domaine (domaine de  fixation) 

du récepteur LDL. Le récepteur mutant fixe les VLDL mais non Ies LDL. 

la maturation du précurseur est ralentie. 

Cette équipe montre aussi l'héritage concomitant d'un gène dominant 

inconnu qui diminue I'hypercholestérolémie. Ce gène dominant donne 

des hétérozygotes pour une mutation du récepteur LDL qui sont 

n o r m o c h o l e s t é r o l é m i q u e s .  

Une mutation ponctuelle, dans la séqucncc répétée C du domaine 

présentant une homologie de structure avec le précurseur de  I'EGF, 

affecte la maturation du récepteur LDL et la Sixation dcs LDL. C'est la 

première Sois qu'est montrée l'influence de la séquence C sur la fixation 

dcs LDL (Soutar et al., 1989). 

Plus récemment, deux mutations ont été décrites dans la 

population des canadiens français (Leitersdorf et al., 1990) : 

- une substitution dans la cinquième séquence répétée du 

domaine de fixation qui conduit au rcmplaccment d'un acide 

aminé basique contre un résidu acide, 

- une substitution dans la séquence C du précurseur de  I'EGF 

conduisant au remplacement d'une cystéine. 

Ces deux mutations produisent un récepteur qui reste concentré dans le 

reticulum endoplasmique.  



11.5.3. Classe III : précurseur  m a t u r e  - f ixation a n o r m a l e  des 

LDL 

Ces récepteurs mutants atteignent normalcmcnt la surfacc 

cellulaire. Ils sont  reconnus par l'anticorps monoclonal Ig-C7, mais 

fixent moins de 15% du taux normal de LDL (Beisiegel et al., 1981). 

11.5.4. Classe  IV : p r é c u r s e u r  m a t u r e ,  f ixa t ion  d e s  LDL,  

i n t e r n a l i s a t i o n  a n o r m a l e  d u  c o m p l e x e  

Pour un sujet étudié (Lehrman et  al., 1985b), une large délétion 

élimine complètement 2 exons et partiellement un exon codant pour la 

région transmembranaire et la partie COOH-terminale cytoplasmique. 

Cette délétion résulte d'une recombinaison entre deux séquences Alu 

orientées dans d e s  directions opposées. Une large proportion des 

récepteurs tronqués est excrétée. La petite fraction adhtrcntc à la 

surface cellulaire fixe les LDL mais l'absence du domaine cytoplasmique 

empêche les récepteurs de se concentrer dans les puits recouverts. 

Lehrman et al. (1985a) ont décrit deux autres mutations dc cette 

classe : 

- substitution d'une base changeant un codon tryptophanc 

en un codon stop. Le domaine cytoplasrniquc n'a plus que 

deux acides aminés. 

- duplication de  quatre bases conduisant à une altération du 

cadre d e  lecture. Le domaine cytoplasmiquc compte h u i t  

résidus d'acide aminé supplémentaires. 

En Finlande a été décrite une large délétion de 9500 bases de 

l'intron 15 à I'exon 18 (Aalto-Setala et al., 1989b). 

L'internalisation des LDL par les cellules est défectueuse. 

Une nouvelle classc de  mutations semble se constituer avec des 

mutations conduisant à une rapide dégradation du récepteur mature 

(Funahashi et al., 1988). 



Unc recombinaison entre 2 séquences Alu répétitivcs- dcs exons 

6 et 14 du gène du  récepteur LDL conduit à une délétion prcsquc 

complète de la partie codant pour le domaine homologuc au précurseur 

de I'EGF. Le récepteur montre une capacité moindre à SC dissocier de la 

LDL à pH acide. Le recyclage du récepteur est alors défcctucux (Miyakc 

et al., 1989). 

11.6. Régulation du récepteur LDL 

11.6.1. Régulation de la transcription du gène du récepteur 

L D L  

Dès 1987, la région promotrice du gène du réceptcur LDL a été 

partiellement caractérisée (Südhof ct al., 1987). 

Par des expériences de  transfection de  gèncs, la région minimalc dc 

DNA à laquelle peut être assignée l'activité basalc du promoteur ainsi 

que la régulation par les stérols, a été localisée cn amont du sitc dc 

synthèse du mRNA. Il s'agit d'une séquence dc 177 paires de bascs qui 

conticnt trois séquences répétées imparfaites d c  16 paires dc  bascs 

chacune e t  deux séqucnccs ressemblant à des  séquences TATA 

(séquences TATA-like), de 7 paircs de bases chacune. Lcs 3 séquences 

répétées, ainsi que la séquence TATA-like la plus en amont du site 

d'initiation de la transcription, sont nécessaires à I'exprcssion maximale 

du gène. 

Les séquences répétées 1 et 3 sont des sites dc fixation du factcur 

de  transcription S p l  qui augmente de  10 à 15 fois le taux de  

transcription par la RNA polymerasc II (Kadonaga et al., 1986). 

Les séquences répétées 2 et 3 fonctionnent comme des éléments dc  

régulation par l e s  stérols.  Les stérols pourraient  réprimcr l a  

transcription du gène du récepteur LDL par une compétition cntrc un 

répresseur contrôlé par les stérols et un effecteur tel que Sp l .  

La même équipe propose en 1988 (Dawson et al., 1988) un modkle 

pour la régulation de  la transcription du gènc (Figurc 13). 

En absence de  stérols, la séquence répétée 2 fixe un effccteur dc  

transcription ayant une action synergique avcc S p l  se fixant sur les 

séquences 1 et 3.  



En absence de stérols 

O RNA Polymérase 

Promoteur 1 
4 initiation 

Synergie 

En présence de stérols 

initiation 

Figure 13 : Modèle de régulation du gène du récepteur LDL.  

D'après Dawson ci al., 1988. 



Unc mutation dans cettc séquence 2 diminuc I'activité promotrice, même 

cn abscncc de stérols prouvant donc que cctte séquence répétéc fixc 

forcément un effecteur positif de transcription. 

En préscnce de stérols, la séqucncc 2 perd son activité positivc (Ic 

factcur dc transcription nc se fixe plus ou i l  n'est plus actif sur Ic 

transcriptcur) et inactive la séquence 3 : 

- soit une protéine se fixe sur la séquence 2 et peut, en préscnce 

de stérols, servir d'inhibiteur à la séquencc 3, 

- soit une seconde protéine se fixe sur la séquence 2, déplaçant le 

factcur de  transcription positif et  inhibant l'activité des sitcs dc 

fixation de S p l .  

Smith e t  al .  (1990) ont identifié, par dcs cxpéricnces de  

mutations dir igées,  les dix nucléotides de  la séquence répétée 2 

indispensables pour I'activité de régulation par les stérols. 

Un mécanisme similaire existe au niveau du promoteur dc I'HMG 

CoA réductase : un élément de  régulation par les stérols (SRE pour Stcrol 

Rcgulatory Element), identique à la séquencc répétée 2 du promotcur du 

gène du récepteur LDL, fonctionne commc un Elémcnt positif.  

Cependant, une mutation dans cettc séquence nc diminuc pas la 

transcription mais empêche la répression par Ics stérols, conduisant au 

phEnotype d'opérateur constitutif. Cette séquence excrcc donc un cffet 

négatif sur la  transcription dépendant des stérols (Osbornc ct al., 1988). 

11 semblerait donc qu'un facteur commun, probablerncnt une 

protéine unique, est  impliqué dans la régulation du gènc du récepteur 

LDL e t  du gène de  I'HMG CoA réductasc. Ce facteur se fixerait 

directement sur le SRE ou régulerait I'activité d'autres factcurs se liant 

au SRE. 

Une régulation coordonnée de  ces gènes a étE montrée sur lcs ccllulcs 

HepG2 par Molowa et  Cimis en 1989. 

Le ke toconazo le ,  drogue ant i fungique,  lEve I ' inhibit ion 

de l'activité promotrice du gène du récepteur LDL provoquée par les 

LDL et  le sérum, mais non I'inhibition par le 25-hydroxycholcstérol. 

Ccs résultats  suggèrent que  le cholestérol  transporté par  Ics 

lipoprotéines sér iques  est métabolisé cn un effecteur négatif.  Ce 

métabolisme est inhibé par le ketoconazole (Takagi et al., 1989). 



1?aj:iviishisth e t  ;il. (1990) oni  urilisi. un oIigonuclCoiidc 

conicnani Ic SRE  pour Ctiidicr par hybridation une librairie d c  cDNA dc 

ccl lulcs  ti'likpatomc l i un~a in .  Un clonc.  codani pour iinc proikiric se 

i i san t  I'oligonuclCotidc SRE,  I'ut isole. Ccttc protf inc coniicnt sept 

nioiils cii doigis dc  zinc dont 1:) fixaiion a u  DNA csi r iguléc de 1':iqon 

positive par Ics srérols.  Ces  propriétfs suggcrcni fortcmcni un rôle tic 

ccttc proréinc dans le contrôle de la transcription par Ics siCrols. 

11.6.2. L e s  a u t r e s  f a c t e u r s  p h y s i o l o g i q u e s  r é g u l a n t  la  

t rah iscr ip t ion  d u  g è n e  d u  r é c e p t e u r  L D L  

Plusieurs études, dont ccllcs dc  Knight ci al.  (1987).  ont suggéré 

clu'il existait des fiictcurs dc  rigulation de la synthèse du rkccpicur LDL 

non dircctemenr liés au métabolisme du cholestérol. 

Un certain nombre de changements physiologiques, l iés à la croissance 

ccllulaire ct au contrôle hormonal,  régulent la transcription du gitnc du 

récepteur LDL pa r  des mécanismes ne dépendant pas sculcmcni  dc  

variations du pool intracellulaire dc  stérols régulateurs. 

Les rCsul~ais  dc M a ~ ~ o n c  ci a l .  (1989-1990) indiclueni que les 

mécanismes de  régulation par la croissance ccllulairc cl par les siérols 

do ivent  interagir  pour moduler  l 'expression du réccptcur  LDL dcs 

fibroblastes. En effet ,  Ic f a c ~ e u r  de croissance dér ivé  dcs  plaqucltcs 

(PDGF)  ct l ' insul ine act ivent  tous deux la croissancc cel lulaire ,  et 

produisent  une augmentat ion rapidc dc  la transcription du gène  du 

r é c e p t e u r  L D L .  L ' A c t i n o m y c i n e  D e m p ê c h e  c o m p l è t c m c n t  

I 'augmcntaiion d u  taux d e  mRNA du récepteur LDL par le PDGF, 

prouvant que la stimulation sc f'aisaii au niveau de la iranscriplion. 

Dans les cellules HcpG2, I'insulinc augmente Ic taux de niRNA du 

récepteur  LDL ct compense  l 'cffct supprcsseur  d c s  LDL cxogitncs, 

suggérant que l 'hormone pourrait avoir la priorité sur  Ic mécanisme de 

régulation par les stérols (Wade et al., 1989). 

La t ranscript ion cont inue  du  réccptcur L D L ,  néccssairc  au 

maintien d'un taux équilibré des niRNA de ccttc protéiric, r cqu ic r~  la 

synthèsc d'une autre  protéine (factcur positil') inhibée aprits 2 4  heures 

par de  Saiblcs concentrations de LDL (moins de 5 %  de  la concentration 



plasmat ique  n o r m a l e )  e t  les  s t é ro l s  exogènes .  P a r  con t re ,  

l 'augmentation rapide (après 1 heure) de  l'expression du gène du 

réccpteur (dosage des mRNA) des lymphocytes cultivés en sérum 

ddpourvu en l ipoprotéines,  est indépendante de  la synthèse d'une 

protéine ct n'est réprimée ni par les LDL, ni par les stérols (Cuthbert et 

al.. 1989). 

Les cellules monocytaires leucémiques humaines (lignée THP-1) 

ont Ics mêmes propriétés que les  macrophages.  Lors  de  la 

différenciation des  monocytes en macrophages, l'activité du réceptcur 

spécifiquc des LDL diminue. Le traitement des ccllulcs TNP-1 par des 

esters de  phorbol conduit à une rapide augmentation des mRNA du 

récepteur LDL induite par une protéine kinase C (PKC). L'induction de la 

transcription est aussi réalisée lors de  l'incubation des ccllules avec la 

cycloheximide,  inhibiteur de  la synthèse protéique. Ces  resultats 

suggèren~ la participation d'une protéine labile dans la répression de la 

transcription. L a  PKC phosphorylerait cette protdine négative labile. 

Cela la convertirait en une forme incapable de se fixer sur l'élément de 

transcriphtion posi t i f  et  lèverait l ' inhibiton de  la transcription 

(Auwerx et al., 1989a). 

Les travaux de  Lcitcrsdorf e t  al. (1989a) confirment les 

précédents résultats. Ils montrent, au niveau de lignées de  cellules 

cancéreuses (U87 MG), que le gène du récepteur LDL est, la plupart du 

temps, fortement réprimé, probablement par une protéine labile. 

Les travaux de Filipovic et Buddecke en 1986, puis de Eckardt et 

al. (1988), on t  montré  que  les antagonistes de  la calmoduline 

augmentent sélectivement le taux de  mRNA du récepteur LDL des 

fibroblastes humains. La calmoduline est une protéine cytoplasmique et 

nucléai re  f ixant  l e  calcium. Dans  le noyau,  el le module  la 

phosphorylation de protéines impliquées dans la régulation de la 

transcription (Bachs et  Carafoli, 1987). 

Golos et Strauss, en 1987, rapportent que le gène du réceptcur 

LDL des cellules "granulosa" humaines est activé par 1'AMP cyclique 

(AMPc) qui agirait sur une séquence régulatrice du gène du récepteur 

LDL pour en augmenter la transcription. 



Middleton et Middleton (1990) confirment ce résultat sur cellules 

musculaires lisses et fibroblastes de peau. 

Auwerx e t  al. (1989b) ont incubé des cellules THP-1 avec des 

composés activant la PKC, ou provoquant le relargage du calcium 

intracellulaire, ou  augmentant I'AMPc intracellulaire. Ils ont  montré 

que l'expression du gène du récepteur LDL est fortement stimulée par 

chacun de ces systèmes de seconds messagers. 

Au contraire, sur des cellules HepG2, I'AMPc réduit l'activité des 

récepteurs LDL et de  I'HMG CoA réductase (Mazière et al., 1988). 

A la vue de  ces résultats, Wade et al. (1989) ont suggéré que 

l ' insuline,  réduisant  le  taux d 'AMPc, lève la répression de  la 

transcription induite par I'AMPc et, de  ce fait, augmente l'expression du 

gène du récepteur LDL. 

Unc hypercholestérolémie cst observEe lors d'hypothyroi'disme 

chez l 'homme (Kuusi  et al. ,  1988a), ainsi quc chcz le rat lors 

d'hypothyroïdisme expérimental (Scarabottolo et al., 1986). 

Dès 1979, Chait et al. montraient que la dégradation des LDL par 

les f ibroblas tes  humains  en cu l tu re  é ta i t  augmentée  par la 

triiodothyronine. Dans ces conditions le nombre de récepteurs LDL à la 

surface cellulaire est augmenté (Salter et al., 1988). 

Des doses pharrnacologiqucs d'oestrogènes stimulent : 

- l'expression du récepteur LDL par augmentation des mRNA, 

- la captation des LDL par le foie. 

Les principales études de l'équipe de Goldstein et Brown ont été réalisées 

sur des rats ou des lapins auxquels était administré de l'oestradiol ou un 

de ses dérivés (Kovanen et al., 1979 ; Windler et al., 1980 ; Ma et al., 

1986b).  

Ainsi l'expression du récepteur LDL doit être sous le contrôle de 

métabolites intracellulaires du cholestérol ainsi que de signaux externes 

opérant par l'intermédiaire de  seconds messagers. 

La complexité d e s  contrôles dc  la transcription reflète clairement 

l'importance de ce  gène dans les fonctions cellulaires. 
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I I I .  L'APOLIPOPROTEINE B-100 

L'apolipoprotéinc B-100 (apoB-100) est la protéine majeurc dcs LDL. 

C'cst la principale protéine de transport du cholestérol plasmatique. 

L'apoB cst un constituant dcs lipoprotéines hépatiques, les VLDL. Elle rcste 

liéc à la particule jusqu'à sa transformation en LDL et son catabolisme. 

L'apoB-100 est le ligand du récepteur LDL, elle est donc très importante 

dans le métabolisme du cholestérol. 

Les taux plasmatiques élevés dtapoB-100 des LDL sont corrélés avec des 

risques accrus de maladies cardio-vasculaires. 

111.1. La structure de l'apolipoprotéine B-100 

De par sa taille, son insolubilité, ct sa tendance à l'agrégation, peu 

d'iriformations étaient à notre disposition avant 1986 concernant la structure 

priniairc de  la protéine. L'utilisation de clones de cDNA a permis à deux 

tquipcs de  publier la séquence complète de l'apoB-100 humaine (Yang et al., 

1986 ; Knott et al., 1986). 

La protéine mature est composée de 4536 acides aminés et sa masse 

moléculaire calculée est de  512 937. Une masse de 550 000 avait été trouvée 

par électrophorèse en SDS. La différence est probablcmcnt d u c  à la 

glycosylation. 8 à 10% de la masse totale de  l'apoB-100 sont constitués 

d'oligosaccharides liés à la protéine par des liaisons de  type N.  20 sites 

potentiels de  N-glycosylation sont distribués sur toute la longucur de la 

protéine avec une concentration plus importante autour des résidus 3197- 

3438. 

L'apoB est composée de séquences répétées. Yang et al. (1986) en 

concluent que la séquence de I'apoB-100 dérive pratiquement cntièrcment de 

duplications internes du gène. 

L'apoB est phosphoryiée sur les résidus de serine et tyrosine. 

Des coupures  enzymatiques par la trypsine libkrcnt de  façon 

reproductible cinq domaines. L'accessibilité des peptides à la trypsine dépend 

de  la conformation de  I'apoB-100 dans les LDL, déterminée par ses 

interactions avec l 'environnement lipidique. 



De nombreux résidus cystéine sont rassemblés du côté NH2- te rmina l  

permettant la stabilité de  la structure de I'apoB-100 dans les LDL par la 

formation de  ponts disulfures. 

La structure secondaire de 1'apoB est constituée à : 

- 43% d'hélices alpha, 

- 21°h de feuillets béta, 

- 20% de structure en pelote statistique, 

- 16% de coudes béta. 

Yang et al. (1989) ont proposé un modèle de la conformation de I'apoB- 

100 dans les LDL (Figure 14). 

Des travaux de  Chen et  al. (1989) ont montré que l'expression des 

domaines de  fixation au récepteur LDL est différente pour l'apoB-100 dans Ics 

LDL ct dans les VLDL. Cela s'explique par des changements de conformation et 

d'cnvironnernent de l'apoB-100 quand, lors du catabolisme, les VLDL sont 

transformées en LDL par  lipolyse. 

I l  a été récemment montré dans notre équipe (Agnani, 1989) que les 

lipides, les apos E et  C-III de particules complexes masquent les sites de 

fixation de I'apoB à son récepteur. 

Lcs LpB:E se  fixent plus sur les cellules que les LpB car I'apoE a plus d'affinité 

pour les sites récepteurs. 

Par contre, l'apoC-III des  LpB:C-III inhibe presque complCtement la fixation 

d e  ces particules aux cellules. 

Les VLDL hypertriglycéridémiques après trypsination ne se fixent 

plus au récepteur LDL e t  ne répriment plus l'activité de I'HMG CoA réductase 

de  fibroblastes humains normaux, car elles n'ont plus d'apoE fonctionnelles. 

L'intCgration d'un peptide synthétique (acides aminés (AA) 3345-3381 de  

I'apoB) dans les VLDL restaure l'inhibition de  l'activité de I'HMG CoA 

réductase. Ce peptide synthétique contient donc un domaine pouvant s e  fixer 

sur les récepteurs LDL des fibroblastes (Yang et al., 1986). 

Une seule région, englobant la jonction T2/T3 (T2 et T3 sont des 

fragments libérés par l a  thrombine), semble impliquée dans l'interaction 

avcc le récepteur LDL (Milne et al., 1989). 

D'autres domaines de  fixation ne sont cependant pas à cxclure (Yang et 

al., 1986). 



Figure 14 : Représentation schématique de I'apoB-100 dans les LDL.  

D'après Yang et al., 1989. 

Les régions libérées par action de la trypsine sont dessinées à 

l'extérieur du noyau lipidique, alors que les régions non libérées 

par la trypsine sont dessinées dans la masse lipidique de  la 

p a r t i c u l e .  

Les cinq domaines hypothétiques de l'apoB-100 sont délimités par 

des pointillés. 

O : sucres 

: résidus cystéine. 



Law ci Scott (1990) ont comparé la séquence nucléotidiquc et protCique 

de dcux regions de  1'apoB-100 de sept espèces (homme, porc, lapin, rat, 

~iarnsrcr syrien, souris, poulet). 

La séquence renfermant de  nombreux résidus basiques entre les acides 

anlinCs 3359 et 3367 est phylogénétiquement bien conservée et serait une 

region systématique impliquée dans l'interaction apoB-récepteur LDL. 

La dcuxième séquence renfermant de  nombreux résidus hydrophiles entre 

Ics acides aminés 3147 et 3154 devient de  plus en plus basique du poulet vers 

l'homme, impliquant peut-être un rôle important d e  cette séquence dans la 

fixation des LDL humaines à leur récepteur. 

111.2. Le gène de I'apolipoprotéine B-100 

Le gène de 1'apoB est localisé sur le bras court du chromosome 2 (Knou 

et al., 1985). La région codantc est de 43 kilobases et contient 29 exons (Figure 

15) .  I 

Les 25 premiers exons codent pour la partie NH2-terminale (le 113 de la 

protéine). La partie codante COOH-terminale est codée par 4 cxons. 

Les introns contiennent des séquences Alu susceptibles, par des 

appariements, de provoquer de  larges délétions. 

Du côté 3' du gène de  I'apoB existe une région minisatellite 

hypervariable riche en nucléotides A et T. Cette région de 500 2 800 paires de 

bases est composée de séquences répétées en tandem de 11-16 paires de bases 

(Huang et Breslow, 1987). 

Le  séquençage direct et l'amplification de  ce segment indiquent la présence 

de  14 allèles différents (Boerwinckle et al., 1989). 

Le gène de  I'apoB est exprimé dans les cellules de l'intestin et du foie. 

La forme intestinale de llapoB est I'apoB-48, c'est à dire 48% de la masse de 

l'apoB-100 hépatique. L'apoB-48 dérive du même gène que l'apoB-100. Elle 

contient la moitié amino-terminale de l'apoB-100 et se termine par le rksidu 

2152 de I'apoB-100 (Figure 15). 
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Figure 15 : Organisation du gène de I'apoB et origine des mRNA de I'apoB-100 

et de I'apoB-48. 

D'après Scott, 1990. 

: exon. 

(A)n : queue poly A. 



Dcs variations physiologiques ou génétiques de la réaction d'édition du mRNA 

dc 1'apoB-48 conduit à la production d'apoB-100 par l'intestin. Chez l'l~ornmc, 

ccla fournit une nouvelle source de LDL athérogènes (Scott, 1990). 

111.3. Le niétabolisme de l'apolipoprotéine B-100 

L'apoB-100 est synthétisée dans le foie. Elle est indispensablc à 

l'assemblage des VLDL e t  à leur sécrétion dans le plasma. 

Les VLDL transportent les triglycérides aux tissus. Les particules qui 

cn résultent, enrichies e n  esters de cholestérol, correspondent aux LDL. Les 

LDL vont délivrer le cholestérol aux tissus et au foie. 

L'apoB-100 est synthétisée dans le reticulum cndoplasmique rugueux 

où clle est associée à la membrane. Puis, elle est transportée à travers 

l'appareil de  Golgi vers les vésicules de sécrétion. Des étudcs imrnunolot'q 7 1  ues 

ont montré que l'assemblage des lipoprotéines contenant l'apoB-100 se fait à 

l'interface entre le RE rugueux et lisse. D'autres Studes ont montré que la 

maturation des lipoprotéines se fait dans l'apparcil de Golgi. Lcs lipoprotéines 

contenant  l 'apoB-100 semblent  donc ê t re  formées par l 'associat ion 

séquentielle d e  ses composants dans le RE et  dans l'apparcil de  Golgi 

(Barnberger et Lane, 1990 ; Boren et al., 1990 ; Gibbons, 1990). 

Cependant, la régulation de  la synthèse, du transit intracellulaire et de 

la sécrétion de  l'apoB-100 par le foie est encore mal connue. 

Les études réalisées s u r  les cellules HepG2 tendent à démontrer que la 

régulation métabolique de la sécrétion des LDL se fait pendant ou après la 

traduction et non au niveau du gène ou de la stabilisation du mRNA de 1'apoB 

(Dashti et al., 1989 ; Kosykh et al., 1988 ; Pullinger et al., 1989 : Wong et al., 

1989). 

Des études plus récentes d e  Kardassis et al. (1990) portant sur le promoteur du 

gène de  I'apoB permettent cependant d'identifier une séquence de  DNA 

reconnue par un facteur de  transcription. 

Davis et  al. (1989) ont montrC récemment que des produits de  

dégradation de I'apoB étaient détectables dans le RE, suggérant que c'était lc 

site de dégradation de 1'apoB. 



S;iio ct al .  (1090) confirment les résultats précédents cn rnoniiant que Ics 

cn/yriics lysosoriialcs nc participent pas ri la dégradat ion de  I 'apoB-IO0 

!ioiivcllcnicnt .;!anthé~isée. Lcs L D L  exogEncs stiniulcnt la dCgrad;itiori d c  

l ' ; i j 7 0 I j ,  indcpcridcmnicnt  d 'unc  variat ion du  contenu  inirr iccl lulairc  cri 

cliolcsiérol. La dégradation semble Etrc le mécanisme le plus iniportant dans 

la rigulation de  la sécrétion de 1'apoB. 

111.4. Les variations génétiques de I'apolipoprotéine B-100 

111.4.1. L e s  p o l y m o r p h i s m e s  a n t i g é n i q u e s  

11 e x i s t e  d e s  p o l y m o r p h i s m e s  a n t i g é n i q u e s  d e  1 'apoB 

(polymorphismes Ag), dûs à des  variants de  la protéine. Il n'est pas 

observé de  changement  dans  la maturation post-traductionnellc d e  la 

protéine ni dans  la composi t ion lipidique des lipoprotéines contcnant  

cette apoB (Tikkanen, 1987). 

C'est par  l 'utilisation de  sérum d e  patients polytransfusés que 

Blumberg et al. (1962) ont montré l'existence de  ces variants. 

Cinq loci, avec 2 allèlcs co-dominants chacun, sont définis dans 

le système d e  polymorphismes Ag : Ag (xly), Ag ( a l l d ) ,  Ag (clg),  Ag 

(tlz), Ag (hli) (Bütler et al., 1974). 

Tikkanen et al. (1986) et Duriez e t  al. (1987a - 1987b) ont développC. deux 

anticorps monoclonaux, le MB19 et le  BIP45, qui permettent d'étudier Ic 

polymorphisme Ag (clg). Ce  polymorphisme est associé à de très faibles 

variations des  concentrations plasmatiques en  lipides dans la population 

étudiée. L a  cholestérolémie est  très légèrement augmentée. 

Le polymorphisme détecté par  ces  anticorps monoclonaux ne semble pas 

a s s o c i é  à u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  f r é q u e n c e  d e s  m a l a d i e s  

c a r d i o v a s c u l a i r e s .  

A ce  jour, 4 des 5 sites antigéniques de I'apoB ont été localisés : 

- AA 71 = Ag ( c g )  (Ma et al,, 1989 ; Young et Hubl, 1989), 

- AA 591 = Ag (a l  ,d) (Wang et al., 1988), 

- AA 3611 = Ag (h,i,) (Xu et al., 1989), 

- AA 4154 = Ag (t,z) (Ma et al., 1987 ; Dunning ct al., 1988). 



111.3.2. Les p o l y m o r p h i s m e s  d e  r e s t r i c t i o n  

Grâcc au clonagc du gbne de I'apoB humaine, un ccrtain nombre 

de polymorphismes de  restriction (RFLP) ont été décrits (Priestley et al., 

1985 ; Barni et al., 1986 ; Huang et al., 1990). Ces polymorphismes sont la 

conséquence d'un changement dans la séquence DNA du gène de l'apoB 

(substitution, délétion, insertion qui créent ou détruisent le  site de  

reconnaissance d 'une enzyme de restriction). 

Des étudcs récentes tentent d'associer les RFLP à l'un ou l'autre des sites 

antigéniques de l'apoB (Ma et al., 1987 ; Dunning et al., 1988a - 1988b). 

Le RFLP détecté par l'enzyme de restriction XbaI peut t t r e  

associé au polymorphisme Ag (dg)  (Ma et al., 1987). 

Il a été aussi associé à Ag (x/y) (Bcrg et al., 1986b). 

Lc polymorphisme de restriction détecté par l'cnzymc XbaI cst 

dû à la substitution d'une seule base dans la partic codantc du gknc. 

Apparaissant au niveau de  la troisikme base du codon 2488, clle n'altère 

pas la séquence  e n  acides aminés .  Ccpcndan t ,  Ics suje ts  

normolipémiques, homozygotes pour l'allèle X2 (site de coupurc de XbaI) 

ont un cholestérol total et un LDL-cholestérol plus élcvés que les sujets 

X 2 X  1 et que les homozygotes X1X 1 .  Ils présentent un FCR (Fractional 

Catabolic Rate, évaluation de la degradation in vivo des substances 

injectées) et une dégradation des VLDL par les ccllulcs mononucléaires 

in vitro plus faibles (Talmud et al., 1987 ; Houlston ct al., 1988). 

Ce polymorphisme serait associé à des changements d'acidcs aminés à 

un autre endroit de  l'apoB, ce  qui altérerait l a  fixation des LDL au 

r6cepteur LDL. Cela modulerait le catabolisme des LDL ct contribuerait à 

la variabilité de la cholestérolémie chez les sujets normolipémiques. 

Aalto-Setala e t  al. (1989a) montrent que  le polymorphisme 

génétique dc I'apoB détecté par XbaI contribue à la détermination de la 

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

l 'hypercholestérolémie familiale.  

Bien que  ces  polymorphismes soient associés à certaines 

variat ions des l ip ides  plasmatiques, nous pouvons problablement 

affirmer qu'ils ne sont pas des déterminants majcurs du risque 

d'athérosclérose (Genest et al., 1990). 



111.4.3. "La mutat ion 3500" 

Soria ct al. (1989) ont identifié une mutation au niveau du résidu 

3500 de la séquencc protéique de llapoB-100 (la maladie peut être 

,ippelEc communément : la mutation 3500). 

DES 1987, Innerarity et al., décrivaient leurs travaux réalisés sur 

Ics LDL d'un patient hypercholestérolémique (G. R.). Les LDL de  ce 

patient se fixent moins bien que les LDL normales sur les fibroblastes 

humains normaux (Figure 16B). La clairance retardée des LDL conduit à 

une Elévation modérée de  la cholestérolémie (Figure 16A). Cet effet n'cst 

pas associé à une composition lipidique ou à une structure anormale des 

LDL. 

L'anticorps monoclonal MB47 (Weisgraber et al., 1988), dont I'épitope est 

situé entre les résidus 3350 et 3506 de l'apoB, se fixe avec plus d'affinitk 

sur les LDL pathologiques que sur les LDL normales (Figure 16C). 

Ils ont appellé cette maladie "Familial Defective apoB-100". 

La mutation d'une guanosine en adénosine dans I'cxon 26 du 

gène de l 'apoB conduit  à la substitution d'une argininc par une 

glutamine à la position 3500 de la séquencc protéique. Cette mutation est 

à transmission dominante. Les patients étudiés sont hétErozygotcs pour 

cette mutation. 

La recherche de  cette mutation au niveau du gène de I'apoB peut 

se  faire par hybridation du DNA avec des oligonucléotides spécifiques. 

La région entourant le codon de l'acide aminé 3500 est amplifiée par 

Polymerase Chain Reaction (PCR) puis transférée sur nitrocellulose. Un 

oligonucléotide spécifique identifie l'allèle normal, alors qu'un autre 

oligonucléotide reconnait l'allèle mutant (Figure 16D). 

Tybjaerg-Hansen et al. (1990) ont étudié la fréquence de cette 

mutation chez  374  suje ts  britanniques hyperlipidémiques e t  371 

britanniques et  scandinaves souffrant d'athérosclérose. 3% des sujets 

ayant une hypercholestérolémie familiale ou une hypcrlipidémie non 

familiale présentent l a  mutation. Cette mutation est rare chez les 

patients souffrant d'athérosclérose. 

La mutation 3500 n'a pas été trouvée chcz 552 patients 

hypercholestérolémiques finlandais (Hamalainen et al., 1990). 
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Figure 16 : Identification de la mutation 3500 de  I'apolipoprotéine B. 

A. Métabolisme in vivo de LDL injectées au patient G .  R. 

B. Compétition à 4OC entre des 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  et des LDL normales ou 

des LDL de  G. R., sur des fibroblastes humains normaux. 

C.  Fixation à l'anticorps monoclonal MB47. Compétition entre des 

1 2 5 ~ - ~ ~ ~  et des LDL normales ou des LDL de G. R. 

D. Détection de la mutation 3500 au niveau du gène de I'apoB par 

amplification du DNA puis hybridation avec un o l i g o n u c l ~ o t i d c  

spécifique de  l'allèle normal (1)  e t  un oligonucléotide spécifique 

de l'allèle mutant (2). 

D'après Innerarity e t  al. 1990. 



Les études actuelles de fréquence de cette mutation sont encore 

~ r b s  partielles et limitées à quelques pays. 

Dans les cas de mutation 3500, l'hypercholestérolémic observée 

est modérée. Cependant, une étude récente (Schustcr et al . ,  1990) 

réalisée ii Munich, montre que la cholestérolémie pcut être élevée. Elle 

pcut être comparable à celle observée chez les patients souffrant 

d'hypercholestérolémie familiale. Les signes cliniques de ces  deux 

maladies peuvent être les mêmes. La détermination du défaut génétique 

à la  base  de  l 'hypercholestérolémie observée parait d o n c  très 

importante et  pourrait permettre, dans l'avenir, la mise en  place de 

thérapeut iques  différentiées.  

Une mutation au niveau de 1'apoB a aussi été décrite chez dcs 

porcs spontanément hypcrcholestérolémiques. Les LDL de ces animaux 

ont moins d'affinité pour le récepteur LDL de porcs normaux. En plus de 

la mutation, une altération dc la composition lipidique des lipoprotéines 

est observée (Lowe et al., 1988). 

111.4.4. Le polymorphisme de la région 3' du gène 

Une région très polymorphique, riche en bases A et T, a été 

détectée à l'extrémité 3' du gène de 1'apoB (cf 111.2.) (Huang et Brcslow, 

1987). 

Par la technique d'amplification de gènes, un minimum de 12 allèles est 

observé. Ces allèles diffèrent par le nombre de séquences répétées 

(Boerwinckle et al., 1989). 

Par des études familiales, Jenner ct al. (1988) ont montré que ce 

polymorphisme est transmis et qu'il  est stable au moins pendant 

plusieurs générations. Ils suggèrent que ce polymorphisme peut être 

un marqueur associé à des hyperlipidémies de type familial. 

111.4.5. Les autres  mutations 

D'au t res  muta t ions  su r  I ' apoB,  condu i san t  à d 'aut res  

dyslipidémies, ont étC récemment décrites. 



L'insertion ou la délétion de  trois acides aminés hydrophobes 

dans le peptide signal de  1'apoB augmente la triglycéridémie (Xu ct al., 

1990). 

Talmud et al. (1989) ont identifie deux mutations donnant des 

apoB tronquées dont la massc fait 40% ou 90% de la masse normale de 

l 'apoB. 

Les patients atteints souffrent d'hypobétalipoprotéinémie. L'apoB-90 a 

plus d'affinité que l'apoB-100 pour le récepteur LDL. Son catabolisme est 

alors plus rapide. 

L a  faible concentration plasmatique de 1'apoB-40 n'est pas encore 

expliquée (Kru1 et al., 1989). 

La recombinaison de deux séquences Alu dans les iiitrons 20 et 

21 provoque la délétion de l'exon 21 du gène de I'apoB. Le sujct atteint 

souffre d'hypobétalipoprotéinémie (Huang et al., 1989). 

D'autres mutations sur le gène dc I'apoB sont décrites. Elles 

conduisent  à des apoB dc faible massc rnoléculairc. Ellcs sont 

probablement incapables d'assurer l'assemblage dcs lipoprotéines de  

basse et très basse densité (Young et al., 1990). 
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IV. LES AUTRES FACTEURS D'HYPERCHOLESTEROLEMIE 

L'hypcrcholestérolémic liée au réccpteur LDL cst caractérisée par unc 

augnicntat ion isolée  d e  la cholestérolémie, sans  augnicntat ion dcs  

triglycérides. L'hypcrcholestérolémie semble plus modérée dans Ics cas dc 

mutation au niveau du gène de I'apoB. 

Ces hypcrcholestérolémics sont toujours transmises d'une génération à 

unc autre. Ccci explique le tcrme d"'hypcrcholcstérolémic familiale" pour le 

déficit en récepteur, et l e  tcrme de "familial dcfcctive apoB-100" pour la 

mutation 3500 de I'apoB. 

Lc défaut du récepteur LDL ou de 1'apoB n'est pas systématiquement 

vérifié. De nombreuses hypercholestérolémies essentielles ont sans  doute 

d'autres causes. En effet, dans les pays industrialisés la fréquence dcs déficits 

cn réccpteurs LDL est de 1/500, alors que ccllc des hypcrcholcstérolémics cn 

gé~iéral est bien plus élevée. 

Cc sont les autres causes que nous cnvisagcrons ici. 

IV.1.  L'hyperlipidémie familiale com binée 

Une hypercholestérolémie modéréc ( 2 3 0  à 3,0 g/I) paraît souvent 

correspondre à l 'hyperl ipidémie familiale cornbinéc. Dcs concentrations 

plasniatiqucs élevées de  LDL ct/ou de VLDL sont observées. 

Dans une même famillc, différents phénotypes pcuvcnt Etrc associés. 

L'enquête va  d o n c  r e t r o u v e r  une hypercho lcs té ro lémic  o u  une 

hypcrtriglycéridémie isolée, ou une augmentation simultanéc du cholestérol 

e t  des  t r ig lycér ides  (Kane  e t  Havcl,  1986). La découver te  de  

l'hypertriglycéridémie permettra d'écarter la cause du déficit cn réccpteurs 

LDL ou de certaines mutations de 1'apoB (en particulier la mutation 3500). 

Le phénotype peut varier chez un même malade au cours du tcmps, et 

la fréquence de ces phénotypes dans une même famillc cst égalcmcnt 

r é p a r t i e .  

L'élévation des lipides n'apparaît qu'à l'âge adulte ct lc niodc dc transmission 

n'cst pas encore bien déterminé (Grundy et al., 1987). 
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IV.2 .  La dysbétalipoprotéinémie 

La dysbétalipoprotéinSmie, phénotype III de  la classification de 

Frcdrickson, cst une pathologie du ligand du récepteur LDL, mais concernant 

ccttc fois, Ics lipoprotéines riches en apoE. Elle est causée par la présence 

d'une forme mutante de  1'apoE : l'apoE2. 

Ayant moins d'affinité pour les récepteurs du foie, l'apoE2 conduit à 

unc mauvaise épuration des IDL et donc à une élévation de la cholestérolémie 

(Havel, 1982 ; Kuusi et al., 1988b ; Smit et al., 1990). 

Cctte hypercholestérolémie est associée à une hypertriglycéridémie. 

IV.3.  L'hypercholestérolémie secondaire à d'autres pathologies 

L'hypcrcholestérolémie pcut être secondaire à d'autrcs pathologies. 

L'hypothyroïdisme est associé à une hypercholcstérolémie duc à une 

augmentation des LDL plasmatiques (Redgrave et Snibson, 1977 ; Gross et al., 

1987). 

Des  e x p é r i e n c e s  in vivo s u r  des  rats ont  montré  que  

I'hypercholestérolémie associée à I'hypothyroïdismc expérimental est due à 

une diminution du FCR des LDL (Scarabottolo et al., 1986). 

Ccci est tout à fait en accord avec des cxpérirnentations in  vitro (Chait 

ct  al., 1979 ; Salter  et al., 1988). L'expression dcs réccptcurs LDL des 

fibroblastes est stimulée par incubation des cellules avcc la triiodothyronine. 

Certaines substances, qui miment l'effet des hormones thyroïdiennes, 

scraient des hypocholestérolémiants potentiels (Underwood et al., 1986). 

Chez lcs patients souffrant du diabète insulino- ou non-insulino- 

dépendant, le profil lipidique cst modifié par rapport à dcs sujets non 

diabétiques (Howard, 1987). 

L'hyperglycémie est  associée principalement à une hypertriglycéridémie, et 

à un moindre degré, à une augmentation des LDL plasmatiques. 

On observe unc hyperproduction et une diminution de  la clairancc des VLDL. 

La conversion des VLDL en IDL puis LDL est augmentée. Le FCR de I'apoB 

associée aux LDL est diminue. 



L'criricliisscmcnt des  VLDL cn triglycérides c t  leur glycosylation non 

cnzymatiquc semblent altérer leur métabolisme (Stcinbrechcr ct Witztum, 

1983 ; 1-liramatsu et al., 1985). 

Pour les paticnts atteints du diabète insulino-dépendant, le traitcmcnt par 

l'insuline peut normaliser la production hépatique des VLDL et la clairance 

hépritiquc des LDL. I n  vitro, l'insuline potentialise lcs récepteurs LDL dcs 

fibroblastes en culture (Salter et al., 1987 ; Wade et al., 1989). 

L'insuline joue donc un rôle important dans le métabolisme des lipoprotéincs. 

Son mode d'action précis reste cependant à être élucidé. 

Une protéine sérique, I'ASP (Acylation-Stimulating Protein) stimule la 

synthèsc des triglycérides dans les fibroblastcs de  peau et les cellulcs 

adipeuses .  

Des ccllules cultivées à partir d'une biopsie de peau chcz des paticnts 

hypcrapobétalipoprotéiniques sont moins "répondantes" à cc factcur. 

111 vivo cela provoquerait un afflux d'acidcs gras vers le foie ct une 

hyperproduction de  VLDL et de LDL (Cianflonc, 1987 ; 1990). 

IV.4. Les hormones sexuelles 

La relat ive immunité de  la femme vis-à-vis d c  la pathologie 

cardiovasculairc peut s'expliquer en partic par les différenccs, entre les deux 

scxcs. de concentration et de composition des lipoprotéincs circulantcs. 

Les résultats d'études épidémiologiques (Kannel et al., 1971 ; Kannel et 

al., 1976 ; Gordon et al., 1978) suggèrent que chcz la femme, des 

concentrations normales en  ocstrogènes confèrent une ccrtainc protection 

contre l'athérosclérose : 

- triglycéridémie peu élevée, 

- LDL-choles térol  significativement moins  élevé q u e  chez  

l'homme du même âge, 

- HDL-cholestérol significativement plus élevé que chez l'homme 

avant 50 ans. 

Lcs différences s'atténuent cnsuitc avec l'âge. 

Les effets des  oestrogènes sur les apolipoprotéines ct les lipoprotéincs 

ont été étudiés essentiellement sur lcs ccllules HepG2 (Decflcy cl al., 1985). 



L'incubation dcs ccllules HcpG2 avec des concentrations physiologiques 

d'oestradiol conduit à une augmentation dc la sécrétion des apoA-1 C L  C-II. 

L'apoC-II, activatricc dc la lipoprotéinc lipase, contribue à l'augmentation du 

catabol isme d e s  l ipoproté ines  r iches  e n  t r ig lycér ides .  L 'oes t radiol  

favoriscrait la sécrétion des HDL par augmentation de synthèse dc  1'apoA-1. 

Lcs HDL sont impliquées dans le retour du cholestérol des tissus vcrs le foie. 

Dcs études chez l'animal ont montré que lcs ocstrogèncs augmcntcnt la 

captation dcs HDL par le foic (Chao et al., 1979 ; Kovancn ct al., 1979) ct des 

pariiculcs r6siducllcs des VLDL riches en apoE (Florcn et al., 1981). 

La ménopause s'accompagne de  modifications importantes du profil 

l ipidique de  la femme par privation oestrogénique.  L'administrat ion 

d'oestrogènes, associés ou non à dcs progestatifs, permet de normaliser les 

cffcts sccondaires de cctte privation. 

IV.5. L'âge 

L'athérosclérose est une maladie affectant Ics artères dc gros et rnoycn 

calibrc. Le mécanisme de génèse de  la plaque d'athérome cst multifactoriel. 

Ccpendant, le  facteur de risque central est I'hypcrlipémic (Katz et  Small, 

1983). Ainsi, des études cliniques tentent dc corréler positivcmcnt lcs autrcs 

factcurs de risques habituellement admis avec l'augmentation dcs lipides. 

La cholestérolémie augmente régulièrenicnt avec l 'âge. Ccpendant, 

l'incidence de  l'âge sur l a  cholestérolémie est moins importante chcz la 

fcnime que chez l'homme (Simons ct al., 1984). 

Miller en 1984 fait une étude rétrospective des résultats publiés. Il en 

conclut que le catabolisme des LDL diminue avec I'âgc par diminution de 

l'activité des récepteurs LDL tandis que la production des LDL varie peu. 

Sur fibroblastes de peau en culture, le métabolisme dcs LDL diminue cn 

fonction de l'âge du patient ayant subi la biopsie (Behrman et Wynn, 1984). 

Inversement, Gylling ct  Miettinen (1988) n'observent, sur 15 ans, 

aucune variation des lipides sériques et du métabolisme du cholest6rol chcz 

dcs patients souffrant d'hypercholestérolémie familiale. 



Ccpcndant il est difficile, dans unc étude Cpidérniologiquc, d'apprécicr 

I'inl'lucncc dc  I ' ige  indépcndcrnmcnt des autres factcurs d'cnvironncmcnt 

(alinlentrition, cxcrcicc physiquc ...). 

IV.6 .  L'alimentation 

I l  apparaît que les excès de poids, ct encore plus, l'obésité, sont corrélés 

positivement avec une élévation des lipides (cholcstérol et triglycéridcs) et 

un risquc accru d'accident cardiovasculaire (Simons ct al., 1984). 

L'Ctudc dc l'influence de  l'alinicntation sur le métabolisme dcs lipidcs cst 

donc particulièrement importante. 

I l  cxistc une grande variabilité d'absorption intcstinalc du cholcstérol 

d'un individu à l'autre (Miettinen et Kasanicrni, 1989). Elle pcut varier de 20 à 

80%, pour la même quantité ingérée. 

Il existe une variabilité inter-individu dc réponsc à un régirnc richc 

cn cholestérol. Cette variabil i~é est attribuablc à la différcncc dc  précision 

dcs mécanismes de rétrocontrôle négatif qui diminuciit la synthèsc dc 

cholcs térol  quand  l 'absorption de  choles térol  alimentaire augmcnte 

(McNamara et al., 1987). 20 à 25% de la population seraient donc scnsiblcs au 

cho lcs té ro l  a l imen ta i re  e t  présentera ient  unc augrncntation d c  la 

cholestérolémie quand la quantité de cholcstérol apporté par I'alimcntation 

est augmentée (Beynen et Katan, 1985). Cette hyper-réponse au cholcstérol 

alimentaire est due à un défaut de  rétrocontrôle de la synthèse cndogCne du  

cholcstérol (McNamara et al., 1987). 

Miettincn et al. (1988) rapportent que le phénotype de 1'apoE cst un 

factcur majeur impliqué dans la capacité de  compenser l'apport cxccssif dc 

cholcstérol alimentaire. Ainsi, les sujets ayant l'apo E4/3  ou E4/4 sont plus 

scnsibles à l'apport de  cholestérol alimentaire que les sujets E2/2 ou E2/3. 

Beaucoup d'études se sont intéressées à l'effet dc la qualité dcs graisscs 

ingérées sur le bilan lipidique. 

Les acides gras polyinsaturés (AGI) semblent diminucr la conccntration 

plasmatique du cholestérol associé aux LDL (Weintraub ct al., 1988 ; Mcnsik ct 

Katan, 1989). 



Les gr:iisses saturées (AGS) augmentent les LDL plasmatiques ainsi que les 

11DL (Knuiman et al., 1987). 

Ccpcndant I'acidc stéarique (C18:O) apparaît aussi efficace quc l'acide oléique 

( C  18: 1 )  pour baisser la cholestérolémie (Banome et Grundy, 1988). 

L'ingestion d'une alimcntation riche en sucres conduit à la diminution 

d e  la concentra t ion plasmat ique d e  LDL. L 'u t i l i sa t ion d 'ant icorps  

monoclonaux a permis de  démontrer que l'expression des épitopcs de  I'apoB- 

100 était modulée par ce régime. Les LDL isolées des sujets suivant ce régime 

sont plus vite métabolisées par des fibroblastes de peau cn culture que les 

LDL témoins (Keidar et al., 1989). 

Les étudcs sur animaux ont permis d'étudier les mécanismes d'action du 

cholestérol alimentaire sur le métabolisme des LDL. 

Chez lc hamster, le catabolisme des LDL par lc récepteur LDL hépatique 

est réduit quand la nourriture est riche en cholestérol. Cette diminution est 

encore plus importante avec une alimentation riche en acides gras saturés 

(Spady et Dictschy, 1988). 

Chez cet animal,  les acides gras saturCs à chaincs courtes de 

l'alimentation augmentent la production hépatique des LDL et diminuent leur 

clairance par le récepteur B, E. 

L'équilibre entre la production des LDL ct leur clairance cst modifié par le 

cholestérol alimentaire. Le degré du déséquilibre engendré est Sonction dc la 

qualité des graisses alimentaires (Woolett et al., 1989). 

Chez les singes d'Afrique (Sorci-Thomas et al., 1989), une alimentation 

riche en cholestérol augmente la concentration en LDL cholestérol par une 

diminution de la clairance des lipoprotéines contenant I'apoB, mais non par 

augmentation de la production de ces lipoprotéines. 

Chez l'homme, les mécanismes de modulation du métabolisme lipidique 

par le cholestérol alimentaire ne sont pas encore élucidés. 

C e p e n d a n t ,  l e  régime a l imen ta i re  peut  ê t r c  une première  

thérapeutique lors de la découverte d'une hypercholestérolémic essentiellc. 

Connaissant l'importance du cholestérol dans la construction des cellules et 

particulièrement celles du cerveau, l'application d'un régime pauvre en 

cholestérol pourrait être catastrophique chez l'enfant. Par contre, cela peut 

êtrc envisagé chez l'adulte. 

L'alimentation devra plutôt êtrc ramenée à des normes équilibrées. 



I I  faudrait donc augmenter  l 'apport des graisscs insaturees par  rapport aux 

graisses saturkcs.  
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V. L'APPROCHE PHARMACOLOGIQUE 

Notre but ici n'est pas de faire une analyse détaillée des traitcmcnts. 

L ' in ipor tan t  e s t  d e  n o t e r  q u e  l a  r e c h e r c h e  d c  n o u v c a u x  

hypocholcstérolémiants est  basée sur notre connaissance du métabolisme du 

cholestérol et  que ces traitements confirment les mécanismes de  régulalion 

a v a n c é s .  

De nombreux normolipémiants sont  disponibles. Ils agissent  à 

diîfércnts nivcaux du métabolisme des lipides et des lipoprotéincs. Tous lcs 

liypocholcstérolémiants tendent à baisser la  concentration des lipoprotéines 

athérogtnes (LDL et VLDL). Une des solutions est de surexprimcr le réccptcur 

LDL du foie. Pour ce la ,  i l  faut diminuer la concentration intracellulaire 

hépatique de  cholestérol. 

Il  existc trois stratégies majeures pour une baisse pharrnacologiquc dc 

1 '1 iypcrcho les t é ro lémie .  

V.1. Les résines séquestrantes 

La première stratégie, la mieux étudiée, est l'utilisation d c  résines 

s é q u e s t r a n t e s .  

Les résines ingérées fixent le cholestérol alimentaire ct Ics acidcs 

biliaires dans la lumière de l'intestin grêle. Lcs complcxcs insolublcs ne 

pcuvcnt être réabsorbés et  sont directement éliminés dans Ics fkces. La 

circulation entérohépatique est interrompue. La conversion du cholestérol 

hépatique en acides biliaires par la 7-alpha-hydroxylase cs t  activéc. 

L'activité e t  la synthèse  des récepteurs LDL sont alors augmentées,  

entrainant une diminution du cholestérol plasmatique par un catabolisme 

accru des LDL (Shepherd et al., 1980 ; Havel, 1988). 

Les paticnts trai tés à la cholestyramine ont deux fois plus dc 

r6ccptcurs LDL exprimés au niveau hépatique que les paticnts non traités. 

Ccci a été montré par fixation de I ~ ~ I - L D L  sur homogénat de foie (Rudling ct 

al., 1990). 

Des fibres alimentaires hydrosolubles ont un cffet similaire : 

- augmentation de l'excrétion des acides biliaircs, 



- diminution d c  la circulation cntérohépatique du - cholcstérol 

(Micttincn et Tarpila, 1977). 

Ccpcndant, l 'effet hypocholestérolémiant des résines cst limité car 

cllcs activent simultanément l'activité de  I'HMG CoA réductase. 11 en résulte 

unc augmentation d e  la synthèse endogène du cholestérol (Packard et 

Shcphcrd, 1982). 

V.2. Les fibrates 

Les fibratcs agissent sur  le métabolismc des triglycéridcs ct  du 

cholcs térol .  Cependan t ,  les mécanismes d 'actions nc sont  cncorc  

qu' imparfaitement élucidés.  

Ils sont  hypotriglycéridémiants. Le fénofibratc scmblc inhibcr la 

synthkse des VLDL (Clouet et Paris, 1980) et augmcntcr leur transformation 

cn LDL par stimulation de  la synthèse dc  1'apoC-II activatricc dc  la 

lipoprotéine lipase (Malmendier et al., 1989). 

Ils sont hypocholestérolémiants. Le fénofibratc inhibc la synthèsc 

hépatique du cholestérol (Krichevsky et al., 1979). 11 augmcntc Ic catabolismc 

dcs LDL par la voie spécifique des récepteurs (Stewart ct al., 1982). 

Très récemment, Issemann et Green (1990) ont montré qu'il existait un 

réccpteur nucléaire du clofibrate au niveau des cellules hépatiques de rats 

qui est activé par les composés (dont le clofibrate) initiant la prolifCration 

des péroxisomes. Ce récepteur peut être classé dans la supcrfamillc dcs 

réccpteurs des hormones stéroïdes. Les mécanismes par lesqucls lcs composés 

initiant la  prolifération des préroxisomes régulent l'expression dcs gènes 

chcz les rongeurs ne sont pas encore élucidés. 

V.3. Les inhibiteurs de I'HMG CoA réductase 

La plus récente des approches hypocholcstérolémiantcs utilise Ics 

inhibiteurs de  I'HMG CoA réductase, enzyme clef de la synthksc endogène du 

c h o l e s t é r o l .  



Ccs substances réduisent sélectivement lcs LDL chcz I'homnic par 

;iugmcntation dc leur clairancc par le foie (Bilhcimer ct al., 1983). 

Chcz le hamster  et  le lapin, cette réduction cst réalisée par 

I'augmcntation de la synthèse des mRNA du récepteur LDL dcs ccllulcs 

IiCpatiqucs (Ma ct al., 1986a). 

Chcz Ics sujets hétérozygotes pour l'hypercholestérolémie familiale, 

l'activité dc  I'HMG CoA réductase intestinale est réduite par rapport à cclle des 

sujcts sains. Cette inhibition est due aux concentrations élevées dcs LDL 

circulantcs (Sodhi et al., 1980). 

L'activitc de  1'HMG CoA réductase est encore diminuée sous traitement à la 

lovastatine (Frceman et al., 1988). 

Raveh et al. (1990) observent une augrncntation très significativc dc 

l'activité des récepteurs LDL dcs monocytcs circulants. Ccci pcut contribuer à 

l'action hypocholestérolémiante de l'inhibiteur dc 1'HMG CoA réductase. 

Raveh et al. (1990) ne montrent aucun changcmcnt dans la structure 

c l  la composit ion d e s  lipoprotéines de sujcts  hypcrcholcstérolémiques 

(hypcrcholestérolémie familiale ou non) traités par la lovastatinc. 

Bard ct al. (1990) montrent des modifications de  conccniration dcs 

particules l ipoprotéiques.  Le traitement à la pravastatinc diminuc le 

cholestérol associé aux LDL, I'apoB totale. L'étudc des particules révèle une 

diniinution des LpE:B et  des LpC-III:B, et une augmentation dcs LpA-1. 

Lc fénofibrate a le même effet sur le bilan lipidique. Par contrc i l  diminuc de 

façon beaucoup plus importante les LpE:B et les LpC-1II:B. I l  diniinue de  Façon 

modérée la LpA-1. 

Chez les patients présentant une hypercholestérolémic modérée et des 

triglycérides normaux, l a  lovastatine diminue la production de  I'apoB 

associée au LDL (Grundy et Vcga, 1985). 

Arad et al. (1990) suggèrent que chez lcs paticnts prbscntant une 

hypcrlipidémic combinée, la  lovastatine diminue la production directe dc  

l'apoB liée au LDL et non la production d'apoB liée au VLDL ni la conversion 

VLDL -> LDL. 
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V.4. La "thérapie combinée" 

L'utilisation dcs deux substances, résines et inhibiteurs de I'HMG CoA 

ritiuctase, conduit à un effct synergique (Figure 17) (Lcren ct al., 1988 ; 

Tuornilchto ct al., 1989). 

La rCsine réduit le pool hépatique de cholestérol. L'inhibiteur dc 1'HMG CoA 

riductase prévient l'augmentation compensatrice de la synthèsc cndogenc de 

cholestérol. 

La mise en place de ces thérapies requiert toujours une alimentation 

adaptéc pour obtenir l'effet maximal hypocholestérolémiant (diminution de 

la quantité totale de calories si nécessaire, diminution de  l'apport alimentaire 

cn lipides, augmentation de  l'exercice physique...). 

Cependant, des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer si 

ccs thérapies sont tout  à fait sûres et efficaces à long tcrmc pour Ic 

traitement de  I 'hypercholestérolémie familiale. 

L'étape suivante sera d'examiner si ces traitcmcnts pcuvcnt t t r e  

prescrits lors d'hypercholestérolémie modérée (Hcbcr ct al., 1987). 

Enfin, des études épidémiologiqucs prospcctivcs dcvraicnt montrer si 

la diminution de la cholestérolémie conduit à une diminution dc  I'incidcnce 

des maladies cardiovasculaires et  ainsi montrer définitivement la rclation 

entre la diminution de  la cholestérolémie par ia ihérapcutiyuc ct  la 

diminution des accidents cardiovasculaires. 
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Figure 17 : Régulation de l'expression hépatique des récepteurs LDL lors 

d'une thérapie combinée : résines séquestrantes et inhibiteurs de  

I'HMG CoA réductase. 



Le but de notre travail était d'étudier l'expression du récepteur LDL sur 

d e s  c c l l u l c s  e n  c u l t u r e  i n  vitro p r o v e n a n t  d c  p a t i c n t s  

~iyl~crcholestérolCmiques classés hétérozygotes FH. 

Nous avons donc  appliqué les techniques su r  lymphocytes et  

fibroblastes décrites dans  la littérature (Benhamamouch et  al. ,  1988 ; 

Goldstein et Brown, 1974 ; Ho et al., 1976a). Nous nous sommes rendus compte 

quc. pour donner d e s  résultats fiables, ces  techniques devaient Ctre 

standardisées dans chaque laboratoire où elles étaient utilisées. La première 

partie de notre travail consiste donc à la standardisation et à la mise en place 

de protocoles d'études fiables de l'expression du récepteur LDL de différents 

types cellulaires. 

L'obtention des  cellules est l'un des inconvénients majeurs de  ces 

~cchniques.  En effet la mise en culture des fibroblastes demande une biopsie 

de peau, et l'étude des lymphocytes ne peut se faire qu'une fois sur un 

prélèvement sanguin.  

Notre but a donc été d'utiliser un modèlc cellulaire dont l'obtention est 

aisée (une seule pr ise  de  sang) mais permettant un grand nombre 

d'expérimentations ( c u l t u r e  d e s  l y m p h o c y t e s  i m m o r t a l i s é s  p a r  

transformation virale). Nous avons donc expérimenté ce modèle cellulaire ct 

discuté ses possibilités d'application. 



CHAPITRE II 

ETUDE DU RECEPTEUR LDL 

SUR DIFFERENTS TYPES 

CELLULAIRES 



Lc réceptcur LDL peut fixer les lipoprotéines contenanl I'apoB ctjou 

1':ipoE. L'ktudc de l'expression du récepteur LDL se fcra donc grâce 3 

I'iiiilisarion d'un ligand naturel : les LDL. 

Les lipoprotéines ont une très forte affinité pour leur réccpteur. Des 

valcurs de constante de dissociation (Kd) de 1 0 - ~  à 10-Io  M sont courantes. 

L'activité des récepteurs LDL sera étudiée dans dcs  conditions 

d'cxprcssion maximale, c'est-à-dire dans un milieu dépourvu en lipoprotéincs 

pour nc pas réprimer la synthèse du récepteur, selon le type ccllulairc : 

- milieu de  culture + sérum déficient en lipoprotéines (LPDS) 

(cellules HeLa, fibroblastes), 

- milieu de  culture + sérumalbumine bovine (SAB) (lymphocytcs 

et lymphoblastes). 

Dans ccs conditions, l'expression du récepteur LDL reflète Ic génotype ct 

nous ne faisons pas intervcnir de  conditions particulikres de régulation de 

l ' cxprcss ion .  

Ccpcndant, la faible stimulation des récepteurs LDL obtcnuc après incubation 

des lymphocytcs (cellules qui ne se diviscnt pas) en milieu de culture + SAB a 

conduit Benhamamouch (1988) à amplifier cette réponse par différents 

moyens : 

- en provoquant la prolifération des lymphocytcs par l'action 

d 'une lec t ine  mitogène : la  phytohémagglutininc A (PHA) 

(Cuthbert et Lipsky, 1984), 

- en déréprimant la synthèse des récepteurs LDL par dcs 

inhibiteurs de  la calmoduline (Filipovic et Buddecke, 1986), 

- en stimulant l'efflux du cholestérol cellulaire sous l'action d'une 

SOUS-fraction des HDL : les HDL3 (Aviram et al., 1989). 

Les résultats montrent qu'en présence de  PHA et d'antagonistes de la 

calmoduline, les réponses sont très variables d'un individu à un autre. 

Bicn que  nous n'en connaissions pas exactement les mécanismes,  la  

stiniulation reproductible des récepteurs LDL des lymphocytcs cst obtcnuc en 

incubant ces cellules pendant 72 heures à 37°C dans un milieu RPMI 

contenant de la SAB 1% et des HDL3 300 pglml. 

A 4"C, seule l a  fixation du ligand sur les cellules a lieu, sans 

intcrnalisation ni dégradation. 



quantité 
= Bound 

Fixation cellulaire d'un 
l i gand  s p é c i f i q u e  

L 
concentration de ligand libre 2 
assimilée à la concentration de 

Free (F) 
ligand ajouté 

RIF (BoundIFree) 

Diagramme de Scatchard 

Bmax B (Bound) 

3 N = Bmax (g) x 6,02 1# /MM du ligand 
nombre de cellules pour l'essai 

Kd = constante de dissociation en molen ou g/l 
Bmax = quantité maximale de ligand fixé à saturation des sites 
N = nombre apparent de  sites de  fixation par cellule 
MM = masse moléculaire du ligand 

Figure 1 : Représentation de Scatchard. 



L'iitilisation dc ligands radiomarqués permct de mesurer l'affinité apparcntc 

ct dc  iraccr un graphc de  Scatchard pour évalucr Ic nombrc dc sitcs dc 

fixaiion du ligand à la surfacc cellulaire (Figure 1) .  

A 37°C. nous pouvons étudicr le métabolisme du ligand par la ccllulc. 

Avcc des L D L  fluorescentes,  nous pouvons étudier  la fixation et 

I ' i n t c r n a l i s a t i o n .  

L'utilisation de LDL marquées à l'Iode 2 5 ~  permet d'étudier en plus la 

d i g r a d a t i o n .  
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1. ETUDE DE L'ACTIVITE DES RECEPTEURS LDL SUR CELLULES 
l i eLa  

Lcs ccllules HeLa Williams sont une lignée de cellules provenant d'un 

canccr humain de l'utérus. Elles ont des récepteurs LDL normaux et un 

rnélribolisme normal des lipoprotéines (Johnston et  al., 1983). 

Le but de  notre étude était de  mettre en place un modèle cellulaire 

d'élude des ligands du récepteur LDL et en particulier des LDL des patients 

h y p c r c h o l e s t é r o l é m i q u e s .  

1.1. Matériels et méthodes 

1.1.1. Lü culture des cellules (Fiche technique no<)) 

Les cellules sont cultivées cn milieu DMEM contenant 10% v/v 

de sérum de veau foetal (SVF), dans des flacons de 80 cm2. 

Quand les cellules forment une culture confluente, elles sont 

trypsinées et ensemencées sur une surface plus importante. D'un grand 

flacon de  culture peuvent être ensemencés 18 puits de culture de 3,5 cm 

de diamètre. 

4 heures après l 'ensemencement, le milieu est aspiré puis 

remplacé par du milieu DMEM contenant 10% v/v de sérum déficient en 

lipoprotéines (LPDS) à la place du SVF. 

Les cellules sont incubées pendant 48 heures (elles arrivent à 

confluence) dans ce  milieu afin d'obtenir le maximum d'expression du 

récepteur LDL. 

1.1.2. Les  l ipoproté ines  

Les LDL (1,030 < d < 1,053) (Fiche technique nOl )  sont marquées à 

l'Iode 1251  (Fiche technique n05) selon la méthode de MacFarlane 

(1958). 

S u r  sept expérimentations, l'activité spécifique moyenne des 

LDL est de 380 f 72 cpmlng protéines. 



1.1.3. T e c h n i q u e  d e  d o s a g e  d u  r é c e p t e u r  L D L  ( F i c h e  

t e c h n i q u e  n O l l )  

Nous avons principalement étudié l'cxpression du récepteur LDL 

par une technique de fixation à 4°C des 

Après 48 heures d'incubation en milicu DMEMILPDS, les ccllulcs 

sont mises en présence de  0,7 ml de DMEMILPDS contenant des 

conccntrations croissantes (1 à 50 pglml) de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  pendant 2 hcures 

h 4°C. 

La fixation non spécifique est mesurée en présence dc * 2 5 1  - L D L  

ci de  LDL non marquécs cn excès (20 fois la conccntration dcs I z 5 1 -  

LDL). 

Chaque point est réalisé cn triple. 

Lcs résultats sont exprimés en ng de  protéines fixécs par mg de 

protéines cellulaires.  

1.2. Résultats 

La figurc 2 représente la courbe de fixation spécifiquc à 4°C dc 1 2 5 1  - 

LDL. C'est une courbe moyenne regroupant 5 cxpérimcntations. 

Lc plateau de saturation est atteint à une concentration en 2 5  1 - L D L  

comprise entre 20 et 30 pglml. 

La fixation non spécifiquc (Figure 3) des l Z 5 1 - ~ ~ L  par les ccllules 

HcLa augmente  l inéairemen1 e n  fonction de  la conccntra t ion dcs 

l ipoprotéines radiomarquées.  

Le tableau 1 représente les valeurs de la constante de dissociation Kd et 

du nombre apparent de  sites réccpteurs (N) des LDL sur les cellulcs HcLa 

calcul6es selon la méthode de Scatchard dans 5 expérienccs. 

Le Kd moyen est de 13,2 f 7,1 nM. Le nombre de sitcs N est de 44400 + 
11300. Ccs valcurs sont très prochcs de celles obtcnucs précédemment dans Ic 

laboratoire (16 expérimentations) (Agnani, 1989) : 

Kd = 12,8 + 3,2 nM 

N = 42664 f 6840. 



Figure 2 : Courbe moyenne de la fixation spécifique à 4°C de l251-LDL sur 

les cellules HeLa (5 expérimentations). 

Les cellules HeLa sont incubées pendant 2 heures 4°C en présence d'une 

concentration croissante de 1251-LDL. La fixation non spécifique (1251-LDL + 
excès de LDL non marquées) est déduite de la fixation totale ( 1 2 5 1 - L ~ L )  pour 

obtenir la fixation spécifique. 



Figure 3 : Etude de la fixation des lZ51-LDL pendant 2 heures à 4OC sur les 

cellules HeLa. 

La fixation spécifique est calculée par différence entre la fixation totale 

( 1  251-LDL) et la fixation non spécifique ( *  2 5 1 - ~ ~ ~  + excès de LDL non 

marquées ) .  

fixation totale 

0 fixation spécifique 

o fixation non spécifique 



Tableau 1 : Valeurs de la constante de dissociation (Kd) et du nombre de sites 

récepteurs aux LDL (N) sur les cellules HeLa (5 déterminations). 

Pour chaque expérience, après deux heures d'incubation a 4OC. la fixation 

totale des 1251-LDL a été mesurée pour différentes concentrations. La 

représentation de Scatchard a permis de calculer le Kd et N. 



La variabilité sur le Kd et  N peut venir : 

- des cellules, 

- du ligand. 

Scion la croissance cellulaire, l'expression du récepteur LDL à la surfacc 

cellulaire est variable. Dans la phase logarithmique de croissance, la cellulc a 

un bcsoin important d e  cholestérol pour la synthèse des membranes. 

La préparation des lipoprotéines est très reproductible, leur qualité cst 

régulièrement vér i f iée  par é lec t rophorèse  en gel LIPOFILM (Fiche 

tcchnique n04).  Cependant,  nous avons remarqué une variabil i té  d'un 

marquage à un autre, peut-être due à de l'Iode libre résiduel. En effet, la 

qualité de  la fixation spécifique et des "blancs" sans cellules est améliorée si 

nous dialysons les 1 2 5 1 - L ~ ~  contre du PBS 0.01 M - Na2EDTA 0,01% après le 

passage sur colonne Sephadex G2.5 (de type PD10 Pharmacia). 

Nous avons réalisé un nombre important d 'expérimcntations (14 

expérimentations) en incubant Ics cellules HcLa avec une conccntration l'ixe 

dc 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  (10 pg/ml). 

Quand nous incubons les cellules HeLa pcndant 2 hcurcs à 4°C avcc 10 

wg l251-LD~/ rn l ,  nous obtenons 3 9 3  f 6,8 ng de protéines SixLes par mg de 

protéines cellulaires (19 détcrminations). 

Quand nous incubons lcs ccllulcs HcLa pcndant 4 hcurcs à 37°C avcc 10 

pg 1251-LD~/ml ,  nous obtenons : 

- 280 f 133 ng de protéines fixées ct intcrnalisCcs par mg de 

protéines cellulaires, 

- 4 3 4  f 182 ng de protéines dégradées par mg de  protéines 

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

Nous attribuons la variabilité des résultats (écarts types assez importants) au 

métabolisme plus ou moins important des cellules selon leur état de culture. 

1.3. Conclusion 

Les cellules HeLa fixent de façon spécifique ct saturablc Ics LDL. 

Ellcs représentent  un bon modkle pour les études des  interactions 

l i p o p r o t é i n e s - r é c e p t e u r s .  

Ellcs peuvent représenter un témoin intcrnc d'cxpérinicntation pour la 

qualité du radioligand. 



- 8 3 -  

II. ETUDE DE L'ACTIVITE DES RECEPTEURS LDL SUR 
FI13KOBLASTES 

Lcs fibroblastes sont mis en culture à partir d'une biopsie de pcau. 

Dks 1975, lcs travaux de Goldstein et Brown sur des fibroblastes de  pcau en 

culturc ont pcrmis d'étudier la génétique de  l'hypcrcholcstérolémic familiale 

(Goldstcin ct al.. 1975). 

En cffct, la mise au point d'une technique dc  radioligand a conduit à la 

dCcouvcrtc d'une déficience du récepteur LDL qui perturbc le métabolisme 

dcs lipoprotéines (Goldstein et Brown, 1974). Le cholestérol n'cst pas épuré et 

s'riccumule dans le sang. 

Bien que la technique soit largement décrite, nous nous sommes 

attrichks à standardiser ces méthodes dans notre laboratoirc afin que les 

rtsultats obtenus soient totalement fiables. 

11.1. Matériels et méthodes 

11.1.1. Les sujets 

Lcs fibroblastes sont mis en culture à partir d'unc biopsic dc 

pcau réalisée sur les sujets suivants (Fiche technique n08) : 

a. Témoin normal positif ( V  et Pl 

Nous avons deux cultures de  cellules normalcs provenant d'un 

sujet de  sexe masculin ct d'un sujet de sexe féminin, normolipémiqucs. 

b. Témoin négatif (W) 

Ce sujet est homozygote pour I'hypercholestérolEmie familiale 

(FH). Agé de  20 ans, de  sexe féminin, le sujet  préscntc une 

cholestérolémie supérieure à 6 g/l. La triglyceridémie est normale. I l  a 

été classé "récepteur négatif" par l'équipe dc Goldstcin et Brown qui ont 

trouvé moins de 5% de l'activité normale de fixation des LDL sur les 

f i b r o b l a s t e s .  

Elle est  actuellement traitée par plasmaphérèse i i t rat ive au Ccntrc 

Hospitalier Régional de Lille. 



c. Témoin h é t é r o z v ~ o t e  pour I'hvvercholestéroléniic f ~ i m  i 1 i 111 c 

O 
La mère  du suje t  p récéden t  es t  hé té rozygo tc  pour 

l'hypercholcstérolémie familiale. Elle a transmis le gène mutant à son 

cnfant (Ic deuxième gène mutant est hérité du père). Son cholestérol 

plasmatique est supérieur à 4 g/1 en absence de  traitement. 

11.1.2. La culture des cellules (Fiche technique nOS) 

Lcs cellules sont cultivées en milieu DMEM contcnant 10% v/v 

de SVF dans des flacons de 80 cm2. Quand les ccllulcs forment une 

culture confluente,  el les sont trypsinécs et  cnscmcncécs su r  une 

surface plus importante. Un puits de culturc de 3,5 cm dc diamètre est 

cnscrnencé avec 60 000 à 80 000 cellules. 

Lc milieu est aspiré après 4 à 5 jours de culturc puis les ccllulcs 

sont incubées pendant 48 hcurcs en milieu DMEM contenant 1 0 %  v/v de 

LPDS. 

11.1.3. Les l ipoprotéines 

Les LDL sont préparées et marquées à I'lodc 2 5 1  comme 

precédemment (1.1.1 .). 

11.1.4. T e c h n i q u e  de dosage du  récepteur  L D L  (Fiche  

t e c h n i q u e  n O l l )  

Après 48 heures d'incubation en milieu DMEMILPDS, Ics ccllulcs 

sont mises en présence de  0,7 ml de  DMEMJLPDS contenant une 

concentrat ion fixe (10 pg/ml) ou une gamme dc concentrat ions 

croissantes de  1251-LDL (1 à 25 pglml). Les ccllulcs sont incubécs 

pendant : 

- 2 heures à 4OC 

- ou 4 heures à 37OC. 



La fixation spécifique dcs lZ51-LDL cst calculée par différcncc cntrc la 

fixation totale ct la fixation non spécifique en préscncc d'un cxcCs dc 

LDL non marquées. 

Dcs boitcs témoins sans cellules recevant aussi les 1-LDL pcrnicttcnt 

d'évaluer la fixation non spécifique sur le plastique dcs boitcs ct  la 

dégradation spontanée des 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ .  

11.2. Résultats 

Dans un premier tcmps,  nous avons comparé les trois souches 

(normale,  hétérozygote  c t  homozygote FH)  avec des  cc l lu lcs  dont 

I'cnscmcncement n'était pas contrôlé (un flacon -> 18 à 24 puits) et nous 

n'avons effcctué qu'une détermination avec 10 pg ~ ~ ~ I - L D L / ~ I .  

Nous obtenons les résultats suivants pour la souchc normalc la plus 

étudiée ( V )  à concentration fixe de  1 2 5 1 - L D L  (10 pglrnl) ,  sur  17 

cxpérimentations : 

- à 4 ° C  15,35 f 4,49 ng de proteines fixécs par mg dc  protéincs 

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

- à 37"C, 154,05 f 48,81 ng de  protéincs fixécs ct iritcrnalisécs par 

mg de  protéines cellulaires 

339,90 f 127,45 ng de protéincs dégradées par mg de 

protéines cellulaires.  

Ccs résultats, obtenus sur  une mêmc souche, montrent quc la méthode 

présente une bonne reproductibilité. 

L'étude comparative des cellules hétérozygotes ct homozygotes avec Ics 

ccllules normales nous a posé un problkme. 

Lcs résultats obtenus sur 5 et 3 expérimentations sont rcspcctivcmcnt 

Ics suivants : 

- Pour la souche hétérozygote (Z), la fixation à 4°C varie dc 9,05 à 

1 5 5  ng de  protéines fixées par mg de protéines ccllulaircs, soit cn 

moyenne 72 f 21% de l'activité des cellules normalcs. 

A 37"C, la fixation-internalisation varie de 80,l  à 153,4 ng de 

protéines par mg de  protéines cellulaircs, et la dégradation dc 98,5 

à 237,9 ng de proteines par mg de protéincs ccllulaircs (soit 



respectivement cn moyenne 75 + 17% et 54 f 27% dc l'activité des 

cellules normales). 

- Pour la souche homozygote (W), la fixation à 4°C varie de 4,3 à 

8,3 ng de protéines par mg de  protéines cellulaires, soit en 

moyenne 42,3 f 11% de l'activité des cellules normales. 

A 3 7 ° C  la fixation-internalisation varie de 4,6 à 26 ng de  protéines 

par mg de  protéines cellulaires, et la dégradation de 37.4 à 142,7 ng 

de  protéines par mg de protéines cellulaires (soit respectivement 

10,3 f 5,7% et 23 f 13,6% de l'activité des cellules normales). 

D'une expérimentation ii une autre, la comparaison avec le ténioin 

normal ne donne pas toujours les résultats escomptés. 

En effet, l'activité moyenne des récepteurs LDL du sujet homozygote, tout en 
1 

étant très faible pour certaines expériences, est supérieure en moyenne aux 

5% évalués par l'équipe de Goldstein et Brown. 

La fixation et I'internalisation des LDL par les cellules hétérozygotes ne sont 

diniinuées en moyenne que de 25% par rapport aux valeurs normales. 

Comme pour les cellules HeLa, une bonne reproductibilité est assurCe 

dans un premier temps par un même lot de  1 2 5 ~ - ~ ~ ~ .  L'activité spécifique ne 

doit pas être trop élevée (200 à 500 cpmlng 2 5  1-LDL). Si elle l'était, i l  

faudrait redialyser les échantillons afin d'éliminer l'Iode libre résiduel. 

Pour parfaitement comparer l'activité des récepteurs LDL de deux 

souches différentes, nous avons donc réalisé une gamme complete de  1251-  

LDL et essayé d'utiliser des cellules dans un même état de confluence. 

Les cultures sont dans un mëme état de confluence en ensemençant les 

différentes souches avec un même nombre de  cellules. La quantité de 

protéines cellulaires par puits est alors plus homogène d'une souche à l'autre 

car la densité cellulaire de  départ est la même. 

L'ensemencement pouvant varier de  50 000 à 80 000 cellules par puits de 3,5 

cm de diamètre, deux souches pourront être comparées quand elles auront été 

expérimentées en  même temps. 

Nous pouvons noter (Figures 4A-4B) que quelle que soit la souche 

normale de  référence (V  ou P) la fixation et le métabolisme des LDL par les 

cellules du patient hétérozygote pour l'hypcrcholestérolémie familiale sont 

diniinués de  moitié. 
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Figure 4A : Fixation à 4OC, fixation-intemalisation et dégradation à 37°C des 

1251-LDL par les fibroblastes normaux (V.)  et les fibroblastes du sujet 

hétérozygote FH (2.). 

i V. ,  sujet normal 

0 Z.. sujet hétérozygote FH 
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Figure 4B : Fixation A 4OC. fixation-internalisation et dégradation à 37OC des 

l 2 5 I - L D L  par les fibroblastes normaux (P.) e t  les fibroblastes du sujet 

hétérozygote FH (2.). 

i P., sujet normal 

a Z., sujet hétérozygote FH 



L'activité dcs  récepteurs LDL du sujet homozygote (Figurc 5) cst très 

diniinuéc par rapport au sujet hétérozygote et encore plus par rapport au 

sujct normal dc référence. 

Pour Ics cxpériences à 4"C, nous pouvons, par un graphe de Scatchard, 

mcsurcr l'affinité apparente Kd et le nombre de  sites N de  chaque souche 

(Tablcau II). 

La souche hétérozygote exprime moins de la moitié de  récepteurs LDL 

(18 000 sites) que les souches normales (41 000 et 54 500 sitcs). 

La souche homozygote exprime 5% environ des réccptcurs LDL des souchcs 

normales. 

Les valcurs de Kd (Kd = 29 nM environ) sont trks proches d'une souche 

à une autre. 

Lcs rEccpteurs LDL exprimés par la souchc hétérozygote et homozygote ont 

donc la rnêmc affinité pour lcs LDL que ceux cxprimés par Ics cellulcs 

n o r m a l e s .  

11.3. Conclusion 

Les fibroblastes sont obtenus à partir d'une biopsie dc peau. Leur mise 

cn culture, qui nécessite dcux mois cnviron, permet d'étudier l'activité du 

réccpteur LDL. La préincubation en milieu dépourvu en lipoprotéines donnc 

unc cxpression maximale du récepteur LDL. 

Nous avons ut i l i sé  une technique de  radioligand pour mesurer 

l'activité des  récepteurs LDL de ccllules provenant de quatre sujets. Quand ces 

souchcs sont à un même stade de  confluence (ensemencement contrôlé), ellcs 

peuvent être comparées au cours d'unc mêmc cxpérimentation. 

Les cellules d'un sujet homozygote (W) pour l'hypercholestérolémie 

familiale (2 allèles mutants) ont  5% des sites réccptcurs d'une souche 

n o r m a l e .  

Sa mère (Z), hétérozygote pour cettc rnaladic, a la moitié moins de 

rçccpteurs LDL actifs que lcs souches normales. 

La technique de  radioligand sur fibroblastes peut êtrc utiliséc pour 

ripprçcier l'activité des réccpteurs LDL de différents sujets, la comparaison 

avec une souche normale  devant  se  faire au cours  d 'une même 
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1 Fixation à 4OC 
T 

1 Dégradation à 37OC t 

Figure 5 : Fixation à 4°C. fixation-internalisation et dégradation à 37°C des 

1251-LDL par les fibroblastes normaux (V.) et les fibroblastes du sujet 

hétérozygote FH (2.) et du sujet homozygote FH (W.). 

V., sujet normal 

O Z.. sujet hétérozygote FH 

x W., sujet homozygote FH 



Tableau I I  : Valeurs de la constante de dissociation (Kd) et du nombre de 

sites récepteurs aux LDL (N) pour chaque souche de fibroblastes. 

Après une incubation de 2 heures à 4OC, la fixation totale des 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  csl 

mesurée pour chaque souche. La représentation de Scatchard a permis de 

calculer le Kd et N. 

V. et P. sujets normaux. 

2. sujet hétérozygote FH. 

W. sujet homozygote FH. 
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cspcrimcntat ion,  dans un même état de  confluence, et avec unc -  gammc dc 

coiiccntrations croissantes  d e  ligands radiomarqués. 
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III. ETUDE DE L'ACTIVITE DES RECEPTEURS LDL SUR 
LY hIPH(XYTES 

X l 'origine,  l e s  défauts  génétiques du récepteur LDL dans  

1'hypcrcholcstérolCmic familiale ont été étudies su r  les fibroblastes de  

paticnts souffrant de cette maladie (Brown et Goldstein, 1976). Puis l'activité 

des rCccpteurs LDL a été décrite sur lymphocytes (Ho et al., 1976b ; Bilhcimcr 

ct al., 1978). 

Dans notre laboratoire, un dosage de l'activité du récepteur LDL des 

lympliocytcs par immunocytofluorimétrie indirecte à 4°C utilisant les LDL ou 

un anticorps oligoclonal de  lapin anti-récepteur LDL a Cté mis au point 

(Benhamamouch, 1988 ; Benhamamouch et al. ,  1988). L'anticorps anti- 

rEccptcur LDL nous semblait un réactif plus stable que les LDL. 

L'utilisation dc  cette technique nous a permis de doser Ic récepteur 

L D L  chez des patients souffrant d'hypercholcstérolCmie (cf chapitre III.) 

Nous avons aussi réalisé quelqucs expériences de détection dc l'activité du 

réccptcur LDL par des LDL fluorescentes car nous pensions que cela aurait 

pu simplifier les manipulations (une seule incubation au lieu de 2 ou 3 cn 

immunofluorescence indirecte) .  

111.1. Matériels et méthodes 

111.1.1. Les l ipoproté ines  

Les LDL (densité 1,030-1,053) et les HDL3 (densité 1,120- 1,2 10) 

sont isolées par ultracentrifugation séquentielle (Fiche technique nO1). 

Les LDL sont gardées filtrées stérilement. 

Pour les expérimentations de  fiuorimétrie directe les LDL sont marquées 

par  un composé  f luorescent ,  le  Di1 (1,l'-dioctadccyl-3,3,3',3'- 

tctramethylindocarbocyanine perchlorate) (Pitas et al . ,  198 1 ; Fiche 

technique n06).  

Les LDL diluées dans le LPDS sont incubées avec Ic DiI. Le Di1 

s'incorpore dans l'cnveloppc externe de la LDL avec une orientation 

similaire à celle des phospholipides. 

Quand les DiI-LDL sont internalistes par la cellule et dégradées dans les 

lysosomes, le  Di1 s'incorpore et s 'accumule dans les membranes 

lysosornales (Barak et Wcbb, 1981). 
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111.1.2. Les  i m m u n o g l o b u l i n e s  

a. Les immunorrlobulincs anti-LDL 

Une fraction de  LDL humaines, dans une zone de densité étroite 

1,040-1,053, ne contenant dans sa partie protéique que I'apoB, est utilisée 

comme antigène pour l'obtention d'immunsérum chez Ic lapin. 

Les immunoglobulines anti-LDL sont précipitées à partir du sérum avec 

du sulfate de sodium à 180 g/l (Ficvet et al., 1984). 

b. L'anticorus anti-récepteur LDL 

Un peptide de  synthèse de  12 acides aminés, reproduisant la 

séquence arnino-terminale du récepteur LDL a été synthétisé, couplé à 

l'anatoxine tétanique puis injecté à des lapins (Agnani et al., 1989). Ces 

lapins immunisés produisent des immunoglobulines dont la purification 

se fait par chromatographie d'affinité sur colonne AH-Sepharose 4B 

(Pharrnacia) sur laquelle le peptide a été fixé. 

111.1.3. Les l y m p h o c y t e s  

a. Isolement des ivm~hocv tcs  

Les cellules lymphocytaires sont isolés du sang prélevé sur 

citrate, selon la méthode de Boyürn, 1968 (Fiche tcchniquc nOIO). 

b. Stimulation de I 'ex~ression des réce~ tcurs  LDL 

Les lymphocytes sont isolés 48 à 72 heures avant le test et 

préincubés en milieu RPMI contenant 1% p/v de  SAB et 300 ~g HDL3/ml 

pour promouvoir  I'efflux de  cholestérol et s t imuler l 'expression 

cellulaire des récepteurs LDL (Oram et al., 1981 ; Aviram et al., 1989). 

111.1.4. L ' i m m u n o f l u o r e s c e n c e  i n d i r e c t e  

L'activité des récepteurs LDL des lymphocytes est étudiée à 4°C 

en révélant la fixation des LDL ou de l'anticorps anti-rEccptcur par des 

imrnunoglogu l ines  d e  chèvre  anti-immunoglobulines d e  lapin  

marquées à la fluorescéine : FITC-Ig (Fiche technique n012). 



a. Fixation des LDL 

Lcs lymphocytes sont incubés pendant 45 minutes à 4°C avec dcs 

LDL à 25 pglrnl. 

Après lavage, une  deuxième incubation avec les immunoglobulines 

anti-LDL à 50 pg/ml est réalisée. Le complexe "LDL-anti LDL" est révélé 

par une troisième incubation avec le FITC-Ig dilué au 1/20 v/v. 

Après lavage, le  culot cellulaire est repris par du paraformaldéhyde à 

1 %  dans le PBS 0,01 M et analysé cn cytofluorimétrie. 

b. Fixation de  l'anti-réceoteur LDL 

Les lymphocytes ne reçoivent en première incubation que du 

tampon C (PBS 0,01 M - CaCl2 0,5 mM - SAB 2%). Puis, ils sont incubés 

pendant 45 minutes à 4°C avec l'anticorps anti-récepteur LDL purifié à 5 

pg/ml. Les lavages et l'incubation avec le FITC-Ig sont réalisés comme 

décrit précédemment.  

Des témoins de fluorescence non spécifique du FITC-Ig (To) sont obtenus 

par incubation des  lymphocytes aux deux prcmièrcs Ctapes avec du 

tampon C, puis avec le FITC-Ig au 1/20 v/v en dernière étapc. 

c. Cv to f luor imét r i e  

L e s  s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  son t  a n a l y s é e s  p a r  un 

orthocytofluorographe 50H (Orthodiagnostic System) équipé de  dcux 

LASER. 

Le LASER ion-argon excite la fluorescéine à 488 nm. L'émission de 

fluorescence est mesurée entre 520 et 540 nrn. 

Le second LASER hélium-néon permet d'estimer la taille des cellules en 

fonction de  l'extinction de la lumière et ainsi de définir une population 

homogène en taille. Les cellules mortes et les débris, captant de manitrc 

non spécifique les ligands, sont exclus de  cette fenetre. 

Les résulats sont exprimés en pourcentage de cellules dont 

l ' intensité d e  f luorescence est supérieure au seuil de  détection 

déterminé pour l'appareil. 

111.1.5. La f luorescence directe 

L'activité des récepteurs LDL des lymphocytes est étudiée à 4°C 

ou à 37°C avec des LDL fluorescentes (DiI-LDL). 



Lcs lymphocytes sont incubés avec des DiI-LDL à 25 pglml 

pcndant : 

- 2 heures à 4°C pour étudier la fixation, 

- 5 heures à 37°C pour étudier la fixation-internalisation. 

Un témoin d'autofluorescence est obtenu en incubant les 

lymphocytes avec le tampon C. 

La fixation à 4OC et la fixation-internalisation à 37OC non 

spécifiques sont évaluées par incubation des lymphocytcs avec les DiI- 

LDL et un excès de LDL non marquées (1 mglml). 

Le Di1 est excité à 488 nm. 

L'utilisation d'un filtre permet d'observer la fluorescence émise, aux 

longueurs d'onde supérieures à 575 nm. 

111.2. L'irnmunofluorescence indirecte 

La technique d'irnmunofluorescencc indircctc mise au point 

dans notre laboratoire (Benhamamouch et al . ,  1988) présente les 

caractéristiques suivantes : 

- La fluorescence non spécifique du FITC-Ig (To) varie de 6 à 

10%. C'est-à-dire que, dans ce système, 6 à 10% des cellules 

sont fluorescentes. 

- La fixation non spécifique de l'anti-LDL (lymphocytes + 
anti-LDL + FITC-Ig) est de l'ordre de 8%. 

Cependant ces résulats varient d'un lot d'anti-LDL à un aulre. 

E n  effe t ,  il arrive parfois que la préparation d e  ces 

immunoglobulines donnent une fixation non spécifique très 

élevée. A chaque changement de lot d'anticorps anti-LDL, i l  

faut donc s'assurer d'une faible fixation non spécifique sur 

les cellules. 

- La stimulation maximale et  reproductible des récepteurs 

LDL est obtenue en incubant les lymphocytcs en RPMIISAB 

additionné de 300 pg HDL3Iml. 



L'cfflux dc  cholestérol cellulaire cst induit par la prcscnce 

dcs HDL3. 72 heures d'incubation à 37°C sont néccssaircs pour 

obtcnir un maximum de cellulcs fixant les LDL ou l'anticorps 

anti-récepteur LDL. 

- Lcs conditions de standardisation sont les suivantes : 

incubation de 2 . 1 0 ~  lymphocytes 

+ LDL 25 pg/ml 

+ anti-LDL 50 pg/ml 

+ FITC-Ig 1/20 1/20 

ou incubation de 2.106 lymphocytcs 

+ anti-récepteur LDL purifié 5 pg/ml 

+ FITC-Ig 1/20 V/V 

- Le pourcentage de lymphocytes tluorcsccnts chcz Ics sujcts 

normaux (50 détcrrninations) est de : 

59% It 5% avec le systcmc LDL, 

39% I 2% avec Ic systcmc ririti-rEccptcur. 

- La technique a été validée chcz deux sujcts homozygotes 

pour  l 'hypercholcs térolémie  familiale e l  leurs parents,  

hétérozygotes FH confirmés. La figure 6 préscntc Ics résultats 

obtenus  s u r  les lymphocytes d'un sujet  normal ( A ) ,  

hétérozygote FH ( B ) ,  et homozygote FH (C)  sous forme 

d 'h is togramme de f luorescence.  En abscisse  se  trouve 

l ' intensité de  fluorescence (échelle logarithmique, unités 

arbitraires) et en ordonnée le nombre dc ccllulcs. 

L e s  valeurs  t rouvées  pour  lcs  pat icnts  hornozygotcs 

correspondent  à un pourcentage de  f luorescence non 

spécifique, quelque soit le systCme (LDL ou anti-réccpteur). 

Ces résultats confirment ceux obtenus sur leurs fibroblastes. 

Ces cellules ne produisent pas de récepteurs LDL fonctionnels 

à leur surface. 

Des valeurs intermcdiaires entre hornozygotcs FH et normaux 

sont obtenues avec les lymphocytcs de  sujcts hétérozygotes 

FH confirmés. 



Intensité d e  f l ierclcelc*  

Figure 6 : Distribution de la fluorescence des lymphocytes normaux (A),  

hétérozygotes FH (B) et homozygotes FH (C) après immunocytofluorimétrie 

indirecte à 4OC. Les résultats sont donnés en pourcentage de cellules dont la 

fluorescence est supérieure au seuil d'intensité. 

En abscisse : intensité de fluorescence, échelle logarithmique, unités 

arbitraires.  

En ordonnée : nombre de cellules. 



- Une bonnc corrélation a été trouvée cntrc les tests de  

fixation des LDL ct ceux de  fixation des imn~unoglobulines 

anti-récepteurs LDL sur Ics lymphocytes dc  l'cnscmble dcs 

sujets étudiés. 

111.2.2. Discussion 

La fixation non spécifique du FITC-Ig et des immunoglobulines 

rinti-LDL est  due  principalement à la présence à la surface des 

lymphocytes d e  récepteurs spécifiques pour les fragmcnts Fc des 

a n t i c o r p s .  

Ccpendant, certains lots d'anti-LDL ont une fixation non spécifique 

importante sur les lymphocytes (bicn que le To ait des valcurs tout à fait 

ricccptables de  10% environ). 

Lcur reconnaissance spécifique vis-à-vis d c  l'apoB a pourtant été 

prouvée. Lcs causes de la fixation non spécifiquc élcvéc de certains lots 

ne sont pas élucidées. 

Une excellente corrélation étant montrée entre lcs dcux tcsts 

(LDL et anti-récepteur LDL), nous avons réalisé l'application cliniquc dc 

cette technique essentiellement avec le systkme "lymphocytes + LDL + 
anti-LDL + FITC-Ig". En cffet, l'anticorps anti-réccptcur LDL ayant une 

plus faible affinité que les LDL, le signal de fluorescence est plus 

important avec le système "LDL-anti LDL-FITCIg" c t  les résultats 

semblent plus sensibles. 

L'utilisation de cette technique nous a permis dc confirmcr chcz 

certains patients hypercholestérolémiques lc déficit en récepteurs LDL. 

Par contre chez d'autres le déficit n'a pu Btrc diagnostiqué. Ccs 

différentes études font l'objet de notre troisième chapitre. 
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111.3. La fluorescence directe 

111.3.1. R é s u l t a t s  

Lc  métabolisme des DiI-LDL à 37OC analysé par cytométrie de 

flux a permis l'étude de l'activité du récepteur LDL des lymphocytes d'un 

sujet normal (P) et  d'un sujet homozygote pour l'hypercholestérolémie 

familiale (W). Ces deux sujets ont été largement utilisés dans les études 

d'activité du récepteur LDL au niveau des fibroblastes (Chapitre II II.). 

Les résultats sont présentés dans la figure 7 et le tableau III. 

La  figure 7 expose les résultats sous forme d'histogramme de 

fluorescence après incubation à 37°C pendant 5 heures avec des DiI-LDL 

ou avec les DiI-LDL et un excès de  LDL non fluorescentes (fixation- 

internalisation non spécifique). En abscisse sont données les intensités 

de  f luorescence (échelle logari thmique,  unités arbitraires) ,  et  en 

ordonnée le nombre de cellules. 

A 4OC, pour les deux souches, aucune fixation des DiI-LDL n'est 

détectable.  La  f luorescence reste au même canal  d ' intensité que 

l'autofluorescence soit : - 204 pour P, 

- 210 pour W. 

A 37OC avec les DiI-LDL, la fluorescence des cellules est décalée vers la 

droite (donc vers les plus fortes intensités) dans des proportions 

différentes pour les deux souches. Pour les lymphocytes normaux (P), le 

maximum de cellules fluorescentes atteint le canal 242. Par contre pour 

les lymphocytes du sujet homozygote FH, le pic de fluorescence couvre 

le pic d'autofluorescence, et un déplacement minime de  10 canaux est 

observé. Pour les deux souches, l'excès de LDL non marquées ramène la 

f luorescence à l a  valeur d 'autofluorescence montrant  q u e  nous 

analysons bien la fixation des LDL à un récepteur spécifique, le 

récepteur LDL. 

Nous pouvons aussi exprimer les résultats sous la forme de 

pourcentage de cellules analysées dont la fluorescence est supérieure 

au seuil  d'intensité déterminé pour l 'appareil.  Ccs résultats sont 

représentés dans le tableau III. 



r u t o f l u o r e s c e n c e  - 
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210 221 I n t e n s i t é  de f luorescence  

Figure 7 : Distribution de la fluorescence des lymphocytes d'un sujet normal 

(P.) et d'un sujet homozygote FH (W.) après incubation pendant 5 heures à 

37°C avec 25 y g  DiI-LDLIml. 

Un témoin d'autofluorescence est réalisé en incubant les lymphocytes dans le 

tampon sans lipoprotéines fluorescentes. 

En abscisse : intensité de fluorescence, échelle logarithmique, unités 

arbitraires.  

En ordonnée : nombre de  cellules. 



Tableau III : Cytofluorimétrie de flux sur lymphocytes de sujet normal (P.) 

et de sujet homozygote FH (W.). 

Les lymphocytes sont incubés pendant 2 heures il 4°C ou pendant 5 heures à 

37OC en présence de  LDL fluorescentes (DiI-LDL). 

Un témoin d'autofluorescence est réalisé par incubation des cellules dans le 

tampon sans lipoprotéines fluorescentes. 

La fixation-internalisation non spécifique est estimée en incubant les 

cellules avec les DiI-LDL et un excès de LDL non marquées. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules dont la fluorescence 

est supérieure au seuil d'intensité. 

w 

Cytornétrie de flux 

l y m p h o c y t e s  

2 heures 4OC 

5 heures 37OC 

P. 

4 %  
4 %  
4% 

5 %  
4 2  % 
4 %  

a u t o f l u o r e s c e n c e  
DiI-LDL 
DiI-LDL + excès LDL 

a u t o f l u o r e s c e n c e  
DiI-LDL 
DiI-LDL + excès LDL 

W .  

4% 
4 %  
4 %  

5 %  
1 7 %  
5 %  



A 4"C, l'incubation avec les LDL fluorescentes ne semble pas - modifier la 

fluorcscence des cellules (même pourcentage de cellulcs fluoresccntes 

qu'après une simple incubation en tampon C). 

A 37"C, 42% des  cellules du sujet normal sont fluoresccntes après 

incubation avec les DiI-LDL. Ce même traitement conduit à seulement 

17% de  cellules fluorescentes pour le sujet homozygote FH. 

111.3.2. Discussion 

L'utilisation de  cette technique de  cytométrie de  flux avec les 

DiI-LDL comme ligand fluorescent, nous a permis d'étudier l'expression 

du récepteur LDL au niveau des lymphocytes d'un sujet normal et d'un 

sujet homozygote FH. 

Les résultats présentés, exprimés de deux façons différentes, sont tout à 

fait en  accord avec les résultats obtenus sur les fibroblastes de  ces deux 

suje ts .  

A 4"C, ce  systCme ne semble pas assez sensible. Aucune 

fluorcscence n'est détectable à la surface des cellules. 

Par contre, à 3 7 ° C  les cellules captent les DiI-LDL. Alors que les 

LDL sont dégradées, le Di1 s'accumule dans les membranes lysosomales. 

Il n'est relargué que plusieurs jours plus tard. 

A 37"C, nous observons donc la fixation-internalisation des LDL par les 

lymphocytes. Cette activité est déficiente pour les lymphocytes de W. par 

rapport aux lymphocytes de P. Cependant la différence entre les deux 

souches ,  normale e t  homozygote, ne semble pas suffisante pour 

permet t re  le diagnostic d 'hypercholestérolémie familiale d e  type 

hé té rozygo te .  

111.4. Conclusion 

L'immunocytofluorimétrie indirccte a é té  validée chez d e s  sujets 

normaux e t  des sujets souffrant des deux formes de 1'hypcrcholcstCrolCmic 

familiale : hétérozygote ct homozygote. Dans ce système, les ccllulcs 

provenant d e  sujets hétérozygotcs FH présentent un pourccntagc de  ccllulcs 



f luoresccntes intermédiaire ent re  normaux ct homozygotcs FH. Ccttc 

t cchn ique  nous  a pe rmis  d e  c o n f i r m e r  chez  cc r t a ins  pat icnts  

hypcrcholestérolémiques le déficit en récepteurs LDL. 

La cytométrie de  flux utilisant les DiI-LDL comme ligand fluorescent a 

permis d e  détecter l a  déficience de l'activité des récepteurs LDL des 

lymphocytes d'un sujet homozygote FH par rapport à un sujet normal. 

Ccpcndant la différence observée ne parait pas suffisante pour le diagnostic 

ultérieur d e  l'hypercholestérolémie familiale de  type hétérozygote. 

Dans les différentes applications cliniques, l 'activité des récepteurs 

LDL d e s  lymphocytes a donc été évaluée par immunocytofluorimétrie 

indirecte à 4OC avec le système "LDL + anti-LDL + FITC-Ig". 
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IV. ETUDE DE L'ACTIVITE DES RECEPTEURS LDL SUR 
LYMPHOCYTES TRANSFORMES PAR LE VIRUS EPSTEIN-BARR 

Une collaboration avec le Dr. Steve Humphries (Charing Cross Sunley 

Rcscarch Centre,  Londres) nous  a permis d 'appliquer les techniques 

précédemment décrites (radioligand, immunocytofluorimétrie et cytométrie 

de flux) à des lymphocytes transformés par le virus Epstein-Barr. 

Dans un premier temps, nous avons validé les techniques sur une 

lignée normale e t  une l ignée hétérozygote pour l 'hypercholestérolémie 

familiale. Ces souches cellulaires rendues immortelles nous ont permis de 

réaliser de nombreuses expérimentations et de  mettre au point la technique 

de cytométrie de  flux avec les LDL fluorescentes comme ligand. En effet, ces 

lymphoblastes ont  un métabolisme important du fai t  de  leur constante 

division. Le signal de  fluorescence à 37°C devrait donc être plus important 

qu 'avec  les lymphocytes fraîchement isolés et  devrait  permettre de 

différencier les souches de cellules dont l'expression du récepteur LDL est 

normale ou déficiente. 

IV. l .  Matériels et méthodes 

I V . l . l .  L' i so lement  d e s  lymphocy tes  

Les lymphocytes sont isolés (Fiche technique nOIO ; Boyüm, 

1968), dans des conditions stériles, à partir du sang des sujets suivants : 

- deux donneurs normolipidémiques (EBV 82 ET M. F.), 

- un  patient  hétérozygote  pour  l 'hypercholes térolémie  

familiale (Iceland 4A). Le gène mutant du récepteur LDL 

présente une délétion dans les exons 9 et 10. 

IV.1 .2 .  L a  t r a n s f o r m a t i o n  d e s  l y m p h o c y t e s  p a r  l e  virus  

E p s t e i n - B a r r  (Neitzel ,  1986)  

Le virus Epstein-Barr est produit par une lignée cellulaire de 

singe. Lcs cellules sont congelées et  décongelées plusieurs fois. La lyse 



dcs cellules libère le virus dans le milieu de culture. La suspcnsion de 

virus est conservé à -80°C par aliquots de 5 ml. 

Après centrifugation de 10.1 o6 lymphocytes, le culot est rcpris 

par 1 ml de suspension de virus. 

Après incubation pendant 1 heure 30 à 37OC, les cellules infectées 

(lymphoblastes) sont centrifugées et resuspendues dans 10 ml de milieu 

RPMI contenant 10% vlv de SVF. 

10 pl  de cyclosporine A (1 mg/ml dans l'éthanol) vont tuer les 

lymphocytes T. 

Chaque semaine, pendant 4 semaines, 5 ml de  milieu sont remplacés par 

du milieu neuf et  10 pl de  cyclosporine A sont ajoutés. 

Après deux semaines, nous pouvons déjà observer les  cellules qui 

commencent à se diviser et à former des "colonies". 

Ces deux premières étapes (isolement et transformation des 

lymphocytes) ont été réalisées dans le laboratoire du Dr Humphries à 

LONDRES. 

A ce stade, les cellules nous sont envoyées : 

- en milieu de culture, à température ambiante, 

- ou congelées, dans un colis de carboglace. 

Dans l'un ou l 'autre des cas,  les cellules peuvent être remises 

immédiatement en culture. 

IV.1.3. La culture des lignées lymphocytaires transformées 

Les l ignées lymphocytaires transformées sont cult ivées en 

milieu RPMI contenant 10% v/v de SVF. 

Les cellules formant des colonies en suspension ont tendance à se 

concentrer sur le fond du flacon de culture. 

Deux fois par semaine, le surnageant de culture est remplacé par 

du milieu neuf. 

Quand l a  densité cellulaire devient trop importante (milieu de 

culture virant au jaune en 24 heures), la culture est divisée et 

réensemencée dans plusieurs flacons. 



Li: cor-itrôlc des cultures est assez difficile à rkaliscr. I I  semble cn 

i 0 ~ 1 1  cas qilc plus nous C I I ~ ~ C ~ C I I O ~ S  la culturc. iîioins la cclluic sc  tfivisc 

ct plus l:t durée dc  la mitose est longue. 

Quclclucs jours aprks la dCcong6lation, Ics ccllulcs sorit dc  pciitc 

taille, ellcs se diviscnt rapidement cn formant dc pctitcs colonies. 

Par contre aprks plusieurs semaines, Ics cellulcs ont tendance à 

être plus grosses, moins de  ccllulcs se  diviscnt e t  ellcs forment des 

colonies dc  grande taillc. 

Le contrôle de  la culture cellulaire sera un de nos problcmes 

majeurs lors de l 'interprétation des résultats. 

2 4  heures avant l 'étude dc  l 'activité des récepteurs LDL, les 

cellules sont lavées une L'ois en RPMl puis remises en suspension ( 5 . 1 0 ~  

cellules/4 ml) dans  le milieu RPMl contenant 1 %  p/v de  SAB.  Les 

cellules sont alors incubées pendant 24 heures à 37°C dans un puits de 

boîte à 12 cupules (5.106 cellulcs/puits). 

I V . 1 . 4 .  Les  l i p o p r o t é i n e s  

Les LDL (1,030 < d < 1,053) sont isolées par  ul~racentriSugation 

séquentielle (Havel e t  al. ,  1955 ; Fichc technique n O l ) .  

Les l ipoprotéines sont  marquées à l ' Iode 1 2 5 1  ( 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ )  (F i chc  

technique n05 ; Bilheimer et a l . ,  1972)  ou au Dil  (Dil-LDL)(Fiche 

technique n06 ; Pitas et al., 1981). 

I V . 1 . 5 .  T e c h n i q u e s  d e  dosage  d u  r é c e p t e u r  L D L  

Nous avons mis au point les tcchniqucs de dosage de l'activité du 

récepteur LDL dans  des boîtes à 96 cupules. L'utilisation des microl'uges 

précédemment  déc r i t e  ( H o  c l  a l . ,  1976b ; Trai l l  et a l . ,  1987 ; 

Benhamamouch e t  al. ,  1988)  cntrainai t  trop d c  manipula t ions .  En 

particulicr l 'utilisation des boîtes à 96 cupules lors d e  la tcchniqiic de 

radioligand nous a pcrinis de  rkaliser siniultanCmcnt un grand nombre 

de points,  et donc  de  pouvoir comparer  dans une même manipulation 

plusieurs  lignées cel lulaircs .  



- 1 O X -  

Nous avons donc utilisé trois approches : 

- Ctudc de la fixation i 4OC. la I'ixation-itilcriial~sation c l  la 

dtgradation à 37°C des 1351-LDL.  

- Ctudc  d c  l a  f i x a t i o n  i 4 ° C  d c s  L D L  p a r  

i m n ~ u n o c y t o f l u o r i m é t r i c  i nd i r ec t e ,  

- é tude  de  la f i x a t i o n - i n t c r n a l i s a t i o n  à 37OC d e s  LDL 

fluorescentes (DiI-LDL) par cytométric de  flux. 

IV.2.  Etude de la fixation à 4"C, de la fixation-internalisation et 
de la dégradation à 37OC des 1 2 5 1 - L D L  

I V . 2 . 1 .  M é t h o d e s  

Pour ce  type cellulaire en suspension, les détails techniques de  

la méthode de  radioligand sont un peu diïférents d e  ceux décrits lors de 

l'utilisation de fibroblastes (Goldstein e t  Brown, 1974 ; Fiche technique 

n O l  1 ) .  

1 0 6  lymphoblastes sont incubés avcc une concentration Sixe (25 

pg/ml) ou des concentations croissantes (2, 5 ,  10, 25, 50  pg/ml) de 1251-  

LDL dans un volume final de  250 11 de RPMIIBSA pendant : 

- 2 heures à 4°C pour étudier la fixation, 

- 4 heures à 37°C pour étudier le métabolisme des 1 2 5 1 - ~ ~ ~ .  

Chaque point est  réalisé en  triple. 

C e s  incubat ions  sont  réa l i sées  d a n s  des  boî tes  à 96 cupiilcs 

préalablement  sa turées  pendant  24  heures à 37°C  avcc du milieu 

RPMI/SAB.  

La fixation, la fixation-internalisation et la dégradation non spécifiques 

sont mesurées en  présence de  1 2 5 1 - ~ ~ ~  et de LDL non marquées en 

excès (20 Sois la concentration des 2 5 1 - ~ ~ ~ ) .  Chaque point est  réalisé 

en double.  

La  f ixat ion,  f ixat ion- internal isat ion et la dégradat ion non spécil'iqucs 

sont déduites des activités totales, pour donner la fixation. 13 fixation- 

internalisation c t  la dégradation spécifique(;. 

Des puits  sans cellulcs sont  incubés dans les  mcmcs condit ions pour 

déterminer  la radioactivité fixée non spécifiqiicnicni par Ic plastique 

des boîtes et les LDL dégradées spontanément. 



a. Fixation à 4°C 

A r  une  inLubation dc  3 hcurcs 4OC, Irl plaque csi 

ccntrif'ugéc 1i 1500 t/mn pcndant 5 niinutcs. Lc surnagcani est  éliminé. 

Lcs culots cellulaircs sont lavés deux Sois par 350 pl dc tampon C (PBS 

0,01 M + CaC12 0,5 rnM + SAB 2% pjv). 

Les  cellulcs sont  ensui te  reprises par  250  pl de  PBS 0,01 M puis 

transférées dans  des  tubcs à hémolyse.  Après ccntr i fugat ion à 4000 

t/mn pendant 10  minutcs, les surnageants sont éliminés et Ics protcincs 

sont  dissoutes dans  250 p l  de  NaOH 0 , l  N. La radioactivité associée à 

chaque culot cellulaire est mesurée, Après 24  heurcs à 4OC, un aliquot de 

100  pl est p ré levé  pour  détcrmincr  la concentrat ion cn protéines 

cellulaires de chaque  point par la méthodc de Pcterscn (Pctcrscn, 1977 ; 

Fiche technique n02) .  

Les  résultats sont  exprimés en ng d e  protéines fixées par  mg de  

pro té ines  ce l lu la i res .  

b. F ixa t ion- in tc rna l i sa t ion  à 37OC 

Après incubation 4 heures à 37OC, la plaque est ccntrifugéc à 

1500  t/mn pcndan t  5 minutcs .  Lc  surnageant  est  p ré lcvé  pour  

déterrnincr la dégradai ion.  Les culots cellulaircs sont laves ct traités 

comme décrit précédemment pour la fixation à 4°C. 

Les  résultats sont  exprimés en ng de  protéines fixées cl intcrnalisées 

par  mg de proteines cellulaires. 

c. Dérrradation à 37OC 

A 200 pl de  surnageant d'incubation ( 4  heurcs à 37°C) son1 

ajoutés 500 pl d e  RPMIjSAB cl, 175 pl d'acide trichloracétiquc (TCA) 50% 

p/v. Après une heure à 4OC, Ics protéines sont précipitées au TCA. Lcs 

tubes  sont centr i fugés à 2000 t/mn pendant 10 minutcs. 375  pl d e  

surnageant (contenant  le matériel non précipiiablc au TCA,  c'est-à-dire 

les  protéines dégradées)  sont  prélevés dans  des  tubcs cn verre e t  

additionnés de 10 pl d'lodurc de  Potassium (IK)  à 40% p/v et de 10 pl de 

H 2 0 2  à 30% v/v. Après 5 minutcs à température ambiante, 0 ,7  ml de  

chloroformc sont  a j o u ~ é s .  L'lodc libre radioactif est ainsi éliniinc par 

oxydat ion ct extract ion chlorof 'ormiquc. Aprcs centr i fugat ion à 2000 

tfmn pendant 5 minutes ,  la radioactivité csi coniptce sur 0,175 ml de  

su rnagean t  a q u e u x .  



Les résultats sont cxprimks en ng dc  protéines dégradCcs -par nig dc 

protéines ce l lu la i res .  

I V . 2 . 2 .  Résultats 

L e s  p r e m i è r c s  expé r imen ta t i ons  sont  réa l i sées  a v e c  une 

concen t r a t i on  f i x e  en  1 2 5 1 - L D L  ( 2 5  pg /ml )  ma i s  a v e c  des  

concentrations variables en  protéines cellulaires (0.5 à 1.1 O6 ccl lulcs)  

(Tableau IV).  

Nous pouvons donc remarquer que  Ics résultats dépcndcnt dc  la 

concentrat ion en protéincs ccl lulaircs .  Lorsque la conccnt ra t ion  en 

protéines cel lulaires  est  irnportantc, I 'aclivit6 du réccpteur LDL est 

généralcmcnt  plus fai blc. 

Lcrcn et al. (1986) ont observé quc  l'activité des récepteurs LDL 

des  c e l l u l e s  mononuc léa i r e s  s angu incs  dépenda i t  de  l a  dens i t é  

cel lulairc .  Quand la  conccntration cc11 ulairc augmente, I 'activi té du 

récepteur LDL diminue. Ils suggèrent en fait que les LDL sont modifiées 

en présence des ccllulcs. Elles se Sixcnt alors avec moins d'afï'inité sur 

leur réccpteur  ccl lulairc .  

Nous suggérons quc la densité cellulaire influe dircctemcnt sur 

l 'activité du  réceprcur LDL. Quand la densité cellulairc es1 faiblc, les 

cellules ont tendance à s c  diviser. Leurs besoins en cholestérol pour la 

construct ion d e  leurs  membranes sont  importants  e t  I 'exprcssion des 

récepteurs  LDL es t  a lors  maximale.  Pa r  contre ,  quand la  dens i té  

cellulaire es t  importante, les cellules ont  plutôt tendancc à ne  plus se  

diviser et le nombre dc  récepteurs exprimés dirninuc. 

Nous avons donc choisi dc  Saire chaque Sois Ic point avec 1.106 

cellules (soit  environ 0,120 mg dc  protéines cellulaires par puits) pour 

que le dosage de  protkincs soit Ic plus sensible possiblc ( i l  Paul quc  la 

concentrat ion protéique soi t  asscz importante pour que I 'absorbance 

correspondante soit dans la zone linéaire de  la courbe étalon). 

La Figurc 8 donnc la courbe d c  fixation à 4"C, de fixation- 

internalisalion et d e  dégradation à 37°C d 'unc gamnic dc  1 2 5 1 - ~ ~ ~  par 

les lignécs de  lymphoblastes normaux et la lignéc Iccland 4A.  



Tableau I V  : Activité du récepteur LDL des lignées lymphocytaires 

transformées normale (M. F.) et hétérozygote FH (Iceland 4A) en fonction de 

la quantité en protéines cellulaires de l'essai. 

A : Fixation à 4°C. 

B : Fixation-intemalisation et dégradation à 37°C. 

A .  

Après incubation pendant 2 heures à 4OC ou 4 heures à 37OC en présence de 

25 pg ~ ~ ~ I - L D L / ~ I .  la radioactivité associée à chaque culot cellulaire est 

mesurée. La dégradation des 1 2 5 i - ~ D ~  est évaluée sur les surnageants 

d'incubation à 37°C. 

Les protéines cellulaires sont mesurées selon la méthode de Petersen. 

Fixation 4OC 
ng prot./mg prot. cell. 

28,3 f 0,l 

18,4 f 0.7 

14,6 t 2.7 

14,7 + 2.9 

17.9 k 4.3 

13,5 $r 4,6 

1 i g n é e  

M. F. 

Iceland 4A 

Protéines cellulaires 

m g  

0,026 

0,0282 

0,111 

0,0285 

0,026 

0,02 1 

1 i g n é e  

M. F. 

Iceland 4A 

Protéines cellulaires 
m g  

0,052 

0,092 

0,124 

0,038 

0,056 

0,064 

ng protéines par mg protéines cellulaires 

Fixation-internalisation 
37°C 

278.7 t 41.7 

239.1 f 5.8 

167.1 f 11.7 

97.2 f 7.5 

66.0 f 6,l 

77.9 f 14,9 

Dégradation 
37°C 

263,6 f 49.2 

241.4 t 24.8 

175.8 + 33,9 

235.4 + 21.6 

153.1 f 48.8 

195,3 f 26.1 



Fixation à 4°C 

M 
.!a 

Dégradation à 37°C 

Figure 8 : Etude de la fixation à 4°C. de la fixation-intemalisation et de la 

dégradation à 37°C d'une gamme de concentrations croissantes de 2 5 ~  - L D L  

par les lignées lymphoblastiques. 

a M. F., lymphoblastes normaux 

EBV 82, lymphoblastes normaux 

Iceland 4A, lymphoblastes hétérozygotes FH 



A 4 ° C  les lignées normales EBV 82 et M. F. présentent des 

courbes superposables. L'activité des récepteurs LDL de la lignée 

Iceland 4A est diminuée de moitié par rapport aux témoins. 

Par la méthode de  Scatchard, nous pouvons calculer le Kd ct N 

pour chaque lignée : 

M. F. Kd = 6,0 nM 

N = 12675 

EBV 82 Kd = 3,4 nM 

N = 12040 

Iceland 4A Kd = 5,6 nM 

N = 6735. 

L'affinité apparente du récepteur LDL pour leur ligand naturel, les LDL, 

n'est pas significativement différente d'une lignée à une autre, bien 

que EBV 82 ait une affinité plus élevée que M. F. 

Le nombre de sites récepteurs pour llapoB des LDL à la surface des 

cellules Iceland 4A est diminué de moitié par rapport aux cellules 

n o r m a l e s .  

L a  l ignée Iceland 4A, déterminée génétiquement comme 

hétérozygote pour l 'hypercholes~érolémie familiale (délétion des exons 

9 et 10 du gène du récepteur LDL), exprime la moitié moins de 

récepteurs actifs que les cellules normales, mais ses  récepteurs ont la 

même affinité pour les LDL que les récepteurs des cellules normales (M. 

F.). 

A 37OC, le métabolisme des LDL par la lignée Iceland 4A est 

réduit de  moitié par rapport au métabolisme des LDL par la lignée 

normale M. F. 

IV.3 .  Etude de la  f ixation a 4OC des  L D L  par 
immunocytofluorimétrie indirecte 

IV.3.1.  Méthode 

106 lymphoblastes sont incubés avec une concentration fixe (25 

pglml) de  LDL dans un volume final de 250 pl de tampon C (PBS 0,01 M + 
CaC12 0,5 mM + SAB 2%) pendant 45 minutes à 4OC. Cette incubation est 



réalisée dans des boîtes de 96 cupules préalablement saturécs -pendant 24 

heures à 37°C avec du milieu RPMIISAB. 

La plaque 96 puits est centrifugée à 1500 tlmn pendant 5 minutes. Puis 

les lavages et les incubations successives (LDL puis anti-apoB puis FITC- 

Ig) sont réalisés comme pour l'étude sur les lymphocytes. 

Après le lavage final en tampon C puis un lavage en PBS 0,01 M, les 

cellules sont reprises par 200 pl de PBS, transférées dans des tubes à 

hémolyse et  immédiatement analysées par un cytofluorographe 5 0  H 

(Orthodiagnostic System) équipé de 2 LASER ion-argon et hélium-néon 

comme i l  l'a été décrit précédemment (cf chapitre II 111.1.4.). 

IV.3 .2 .  Résultats 

Les résultats obtenus par cette méthode avec la souche normale 

EBV 82 et la souche Iceland 4A sont illustrés par la figure 9. Le même 

profil que celui de EBV 82 a été obtenu avec la lignée M. F. (maximum de 

cellules fluorescentes à 163 sur l'échelle logarithmique). 

20 à 30% des cellules incubées seulement avec le FITC-Ig 

(fixation non spécifique) ont une fluorescence supérieure au seuil de 

détection de  l 'appareil.  L e  maximum d e  cellules fluorescentes se  

trouvent à 100 sur  l'échelle logarithmique, quelle que soit la lignée 

c e l l u l a i r e .  

Quand les cellules sont incubées avec le systèmc LDL-anti LDL- 

FITC-Ig, une grande différence est observée entre les souches normales 

et la lignée Iceland 4A. 

Bien que toutes les cellules soient fluorescentes (100% de 

cellules fluorescentes), le pic du maximum de cellules fluorescentes est 

décalé vers l a  droite, c'est-à-dire vers les plus fortes intensités de  

fluorescence, pour EBV 82. A la surface de EBV 82, il y a plus de sites 

récepteurs des LDL que sur Iceland 4A. 

Ceci est tout à fait en accord avec les résultats obtcnus en 

utilisant la radioactivité, et  avec les données sur la génétique du 

récepteur LDL des cellules Iceland 4A. 
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Figure 9 : Distribution de  la fluorescence des lignées lymphoblastiques 

après immunocytofluorimétrie indirecte. 

Les cellules sont incubées à 4°C pendant 45 minutes successivement avec des 

LDL (25 pglml), un anticorps polyclonal de lapin anti-LDL humaines (50 

pglml) e t  un anticorps d e  chèvre anti-immunoglobulines de lapin marqué à 

la fluorescéine (1120). 

En abscisse : intensité de  fluorescence, échelle logarithmique, unités 

a r b i t r a i r e s .  

En ordonnée : nombre de  cellules. 



IV.4.  Etude de la fixation et de I'internalisation des LDL 
fluorescentes par cytométrie de flux 

IV.4 .1 .  Méthode 

a. Marquage fluorescent des LDL 

Les LDL sont préparées et traitées comme il a été précédemment 

décrit (cf Chapitre II 111.1.1.). 

b. Techniaue de  dosage du récepteur LDL 

1 0 6  cellules sont incubées avec 25 pglml DiI-LDL dans un 

volume final de 250 pl  de tampon C pendant 5 heures à 37°C. Cette 

incubation est réalisée dans des boîtes à 96 puits préalablement saturées 

pendant 24 heures à 37°C avec 250 pl de milieu RPMIISAB. 

Après cette incubation, les cellules sont lavées deux fois en tampon C et 

une fois en PBS 0,01 M (centrifugation des boîtes à 1500 tlmn pendant 5 

m i n u t e s ) .  

Les cellules sont ensuite remises en suspension dans 200 pl de PBS 0,01 

M, transférées dans des  tubes à hémolyse et immédiatement analysées 

en cytométrie de flux. 

Un témoin d'autofluorescence (cellules incubées en tampon C) 

est  analysé en même temps pour chaque lignée cellulaire. Quand les 

cellules sont dans un même état de  division, les autofluorescences de 

différentes lignées sont très proches. Par contre, des autofluorescences 

différentes témoignent d'un état de  culture différent. Notre souci est 

donc de cultiver différentes souches de  la même façon, pour avoir la 

même autofluoresccence de départ. 

La fixation-internalisation non spécifique est  évaluée  par 

incubation des cellules avec les DiI-LDL et des LDL non fluorescentes en 

excès (1 mglml). 

Compte tenu de  l'équipement du cytofluoromètre, le Di1 est excité 

à 488 nm. L'émission d e  fluorescence est mesurée au dessus de 575 nm. 

IV.4.2.  Résultats  

Pour les trois lignées cellulaires étudiées, 8 à 15% des cellules 

ont une autofluorescence supérieure à la fluorescence seuil déterminée 



par l'appareil. Le  pic du maximum de cellulcs fluoresccntes cst à 

environ 70 sur l'échelle logarithmique de l'intensité de fluorcscencc. 

Quand les cellulcs sont incubées en présence des DiI-LDL, clles 

fixent et internalisent les lipoprotéines. 

L'intensité d e  fluorescence des cellules est alors dircctcment à 

relier à la quantité de  LDL métabolisées par la lignée étudiée (nous 

considérons que le marquage des LDL au Di1 est homogène pour toutes 

les lipoprotéines). 

Les cellules des lignées normales EBV 82 et M. F. ont une 

intensité de fluorescence plus forte que les cellules Iceland 4A (Figure 

10). Le profil de la lignée EBV 82 est exactement superposable à celui de 

la lignée M. F. La différence entre cellules normalcs et  cellules 

hétérozygotes FH est tout à fait significative. 

Quand les cellules sont incubées avec les DiI-LDL et l'excès de 

LDL non marquées, leur fluorescence revient à une valeur très proche 

de leur autofluorescence (76, 78 et 68 sur l'échelle des intensités pour 

les lignées EBV 82, M. F. et Iceland 4A). 

Cela confirme que nous étudions le métabolisme des LDL par la voie 

spécifique des récepteurs et que, une fois incorporé aux lipoprotéines, 

le Di1 ne se transfère ni aux lipoprotéines non marquées, ni aux 

membranes cellulaires.  

Les résultats montrent donc que la lignée cellulaire Iceland 4A 

fixe et intemalise moins les LDL que les lignées normales EBV 82 et M. F. 

IV.5. Conclusion 

Les méthodes décrites ici sont simplifiées par rapport aux autres 

méthodes précédemment publiées (Ho et al., 1976a ; Benhamamouch et al., 

1988) grâce à l 'utilisation de boîtes multicupules (96 puits). Cela réduit 

considérablement les manipulations lors des centrifugations et permet de  

réaliser un grand nombre de  points et donc de  comparer, simultanément, 

différentes souches de  cellules. Ces méthodes peuvent être appliquées aux 
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Figure 10 : Distribution de  la fluorescence des lignées lymphoblastiques 

après incubation pendant 5 heures à 37OC avec les DiI-LDL (25 pg/ml). 

En abscisse : intensité d e  fluorescence, échelle logarithmique, unités 

a r b i t r a i r e s .  

En ordonnée : nombre d e  cellules. 



lyn~phoblastes qui ont l'avantage d'être en culture et donc permettent un 

grand nombre d 'expérimentations.  

Très récemment, Lombardi et al. (1990) ont montré que le récepteur 

LDL des lymphoblastes avait les mêmes caractéristiques que celui  des 

f ib rob las tes  e t  d ' a u t r e s  t y p e s  c e l l u l a i r e s  p récédemment  d é c r i t s  

( l y m p h o c y t e s ) .  

Tous les résultats confirment que le récepteur LDL des cellules 

préparées à par t i r  du patient  hétérozygote pour I 'hypercholestérolémie 

familiale a une activité réduite. 

Par la technique de cytométrie de -flux avec les LDL fluorescentes, les 

différences observées entre les cellules transformées normales et les cellules 

hétérozygotes FH sont plus importantes qu'entre les lymphocytes normaux et 

honlozygotes FH. Les lymphoblastes sont des cellules en division, qui ont donc 

un besoin important en cholestérol pour la synthèse de leur membranes. 

Pendant les 5 heures d'incubation, elles incorporent donc une plus grande 

quantité de LDL fluorescentes que les lymphocytes qui ne se divisent pas. Ce 

test, avec les LDL fluorescentes, devient alors plus sensible quand nous 

utilisons les lymphocytes transformés par le virus Epstein-Barr et permet de 

différencier les cellules présentant un défaut sur un allèle du gène du 

récepteur LDL par rapport aux cellules d'un sujet normal. 

L'utilisation des  DiI-LDL ( 1  incubat ion)  réduit le temps de  

manipula t ion p a r  rappor t  à l ' immunocy to f luo r imé t r i e  ind i rec te  (3  

incubations). Son coût réduit et son faible danger biologique peuvent être un 

avantage par rapport à l'Iode 1 2 5 ~ .  

Cependant l e s  1 2 5 ~ - ~ ~ ~  permettent  d 'obtenir  des informat ions  

quantitatives sur l'affinité et  le nombre de récepteurs LDL par cellules. 

Nous proposons donc que les DiI-LDL soient utilisées pour étudier les 

lymphoblastes préparés à partir des lymphocytes de  sujets suspectés d'avoir 

des récepteurs LDL défectueux. 

Quand cela est nécessaire, d'autres expérimentations peuvent être 

réalisées sur ces mêmes ccllules en culturc (technique de  radioligand) pour 

obtenir de plus amples informations et confirmer à 4OC les résultats obtcnus 

à 37°C. 
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V. ETUDE DE L'IICTIVITE DES RECEPTEURS LDL SUR CELLULES 
U937 ET MONOCYTES-iMACROPHA(;ES HUMAINS 

Les lcsions athéromatcuscs ct xanthomatcuscs sc caractÇriscni par une 

accumulation de cellules chargées cn lipides. Beaucoup d'étudcs ont moniré 

que la plupart de  ces ccllulcs spumcuscs dérivent des niacrophagcs et 

monocytes (Brown ct Goldstein, 1983). 

Nous avons ctudié la fixation-internalisation à 37°C des DiI-LDL ct des 

DiI-LDL acétylécs sur des cellules U937 ct dcs monocytes-macrophages. Les 

ccllules U937 sont une lignée monocytiquc humaine. 

Nous voulions étudier la sensibilité de notre technique avec des 

ligands marqués au Di1 et comparer nos rCsultats avec ccux décrits dans la 

liticrature (Berg et al., 1986a ; S u ~ u k i  ei al., 1990). 

V.1. Matériels et méthodes 

V . 1 . 1 .  La c u l t u r e  des  cellules 

a. Les cellules U937 

Les cellules U937 sont utilisables comme modkle de macrophages 

( m a c r o p h a g e - l i k e ) .  

Elles ont perdu leur capacité de synthèse endogène du cholcstérol. Elles 

ont donc besoin de cholestérol exogène pour se diviser. 

Les ceiiuies sont ensemencées à environ 105 ceiiuics par mi (4 

ml par puits) dans du milieu DMEM contenant 10% de SVF ou IO%, de 

LPDS. Au troisième jour de culture, les cellules incubées en DMEMISVF 

reçoivent 1 ml de DMEMISVF neuf et les cellules incubécs en milieu 

DMEMILPDS reçoivent  1 ml de  DMEMILPDS contenant  une 

concentration croissante de  LDL (O à 15 pglml). Chaque jour, nous 

comptons les cellules à l'aide d'une cellule de Malassc~.  

Nos résultats (Figure I l )  sont tout à fait en accord avec ccux dc 

Esfahani et al. (1984). Les cellules cultivées en milieu sans lipoprotéines 

(DMEMILPDS) ne peuvent se développer que pendanl unc génération 

e n v i r o n .  



temps de culture (jours) temps de culture (jours) 

Figure 11 : Croissance des cellules U937 en fonction du milieu de culture. 

Les cellules sont incubées en milieu DMEMISVF ou DMEMLPDS. 

Au troisième jour, les cellules reçoivent 1 ml de milieu neuf. 

SVF 

LPDS 

LPDS + LDL 2.5 pg/ml 

0 LPDS + LDL 5 pglml 

i LPDS + LDL 10 pg/ml 

LPDS + LDL 15 pg/ml 
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Par contre, si le milieu est additionné de LDL, les cellules recommencent 

à se diviser et  leur croissance devient parallèle à la croissance des 

cellules cn DMEMISVF. 

Ccs cellules sont donc cultivées en milieu DMEMISVF. Ce sont des 

cellules en suspension mais qui ont tendance à se grouper au fond de la 

boîte de culture. Deux fois par semaine, le milieu est aspiré et remplacé 

par du milieu neuf. 

Du fait de  leur besoin en cholestérol exogène, ces cellules ne 

seront pas préincubées en milieu sans lipoprotéines avant le dosage de 

l'activité des récepteurs aux lipoprotéines. 

b. Les monocvtes-macrowha~es  humains 

L'isolement des monocytes humains se fait à partir de  sang 

fraîchement prélevé sur citrate (Fiche technique nOIO). 

Les cellules mononucléaires sanguines sont mises en culture 

dans du milieu RPMI contenant 20% de sérum humain décomplémenté. 

Après 2 heures à 37"C, les monocytes sont adhércnts. Les lymphocytes 

sont éliminés, et la  culture de monocytes est lavée par du milieu RPMI. 

Le milieu RPMIIsérum humain 20% est changé une fois par semaine. 

Le récepteur des lipoprotéines est étudié après 1, 4, 7 jours de 

culture. Au cours de  cette culture, les monocytes se  transforment en 

m a c r o p h a g e s .  

V.1.2.  Les lipoprotéines 

Les LDL sont acétylées selon la méthode de Basu et al. (1976) 

(Fiche technique n03). 

Les LDL natives e t  acétylées sont marquées au Di1 (Fiche technique 

n 0 6 ) .  

Les LDL natives, les LDL acétylées (AcLDL), les DiI-LDL et les LDL 

acétylées fluorescentes (DiI-AcLDL) sont déposées sur un gel lipofilm et 

soumises à un champ électrique. Nous pouvons ainsi contrôler la 

modification de  charge des LDL acétylées. Par contre, le marquage au 

Di1 ne modifie pas la charge électrophorétique des LDL (Figure 12) 

(Fiche technique n04). 



œ- 
- m  

gel à 3% - - 1-- - 
- - -  gel à 2% 

puits de dépôt 

Figure 12 : Electrophorèse en gel de polyacrylamide (Lipofilm SEBIA) 

1 : LDL natives 

2 : DiI-LDL 

3 : LDL acétylées (AcLDL) 

4 : DiI-AcLDL 
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V.1.3 .  Technique de dosage - 

La techn ique  chois ie  pour  l ' é tude des rSccpteurs des  

lipoprotéines su r  les cellules U937 et  les monocytes-macrophages est 

celle utilisant les lipoprotéines fluorescentes. 

Une seule incubation des cellules est réalisée pendant 5 heures à 

37°C avec : 

milieu RPMI (autofluorescence) 

o u  DiI-LDL 25 yglml 

o u  DiI-LDL 25 yg/ml + LDL 500 pg/ml 

o u  DiI-LDL 25 pg/ml + AcLDL 500 pg/ml 

o u  DiI-AcLDL 25 pglml 

o u  DiI-AcLDL 25 yglrnl + LDL 500 yglml 

o u  DiI-AcLDL 25 yglrnl + AcLDL 500 yg/ml 

Les cellules U937 sont transférées dans des tubes microfuges et 

lavées 2 fois en tampon C et 1 fois en PBS 0,01 M. Les cellules sont 

ensuite reprises dans 200 pl de PBS 0,01 M et analysées en cytométrie de  

f lux .  

Les monocytes sont détachés de  la surface de  la boîte par 

incubation pendant 10 minutes à 37OC avec du PBS 0,01 M - Na2 EDTA 

0,2% (Via et al., 1989). Les cellules sont lavées et traitées comme les 

cellules U937. 

V.2. Résultats 

V.2.1. Les cellules U937 

Le tableau V reprend les résultats obtenus au cours de 5 

expérimentations s u r  les cellules U937. La figure 13 illustre une des 

m a n i p u l a t i o n s .  

L'autofluorescence des cellules est estimée par incubation avec 

du milieu RPMI. Les cellules sont excitées par une longueur d'onde de  

488 nm. L'émission de  fluorescence est analysée à une longueur d'onde 

supérieure à 575 nm. Le pic d'autofluorescence est réglé au début de  



Tableau V : Intensité de fluorescence des cellules U937 (unités arbitraires 

sur l'échelle logarithmique) après incubation pendant 5 heures à 37°C avec 

des lipoprotéines fluorescentes avec ou sans excès de lipoprotéines non 

marquées. L'autofluorescence est mesurée après incubation des cellules dans 

un milieu RPMIISAB. 

Auto f luorescence  

DiI-LDL 

DiI-LDL + LDL 

DiI-LDL + AcLDL 

DiI-AcLDL 

DiI-AcLDL + LDL 

DiI-AcLDL + AcLDL 

9 3 

223 

124 

210 

126 

120 

107 

9 2 

210 

118 

209 

129 

123 

108 

93 

196 

105 

205 

115 

106 

96 

163 

271 

183 

200 

185 

182 

172 

153 

22 1 

164 

208 

162 

157 

153 



~ ) i l - L D l .  + [ .DL , i l i l -AcLDL - LDL 

,DiI-LDL + AcLDL Dil-AcLDL + AcLDL 

I i i t e i i s i t é  d e  f l u o r e s c e n c e  

Figure 13 : Distribution de la fluorescence des cellules U937 après 

incubation à 37°C pendant 5 heures avec des DiI-LDL ou des DiI-AcLDL, en 

présence ou non d'un excès de lipoprotéines non fluorescentes. 

Un témoin d'autofluorescence est réalisé en incubant les cellules dans un 

milieu sans lipoprotéines fluorescentes. 

En abscisse : intensité de fluorescence. échelle logarithmique, unités 

a rb i t ra i res .  

En ordonnée : nombre d e  cellules. 



c h a q u e  l e c t u r e  au c y t o f l u o r o m è t r e .  L a  pos i t ion  d u  pic 

d 'autofluorcscencc,  sur  l 'échelle logari thmique des in tens i tés  de  

fluorescence, est donc déterminée arbitrairement. 

Les cellules U937 fixent et internalisent les DiI-LDL. 

Lcs AcLDL en excès n'inhibent pas la fixation-internalisation 

des DiI-LDL. Par contre, les cellules incubées avec les DiI-LDL et un 

excès de  LDL non marquées ont une fluorescence très proche de 

l'autofluorescence. La fixation et  l'internalisation des  LDL natives se 

font par l'intermédiaire d'un récepteur spécifique, le récepteur LDL. 

Les cellules U937 fixent et internalisent les DiI-AcLDL. 

La fluorescence des cellules est très proche de celle observée 

lors de la fixation non spécifique des DiI-LDL (incubation DiI-LDL + 
cxcès LDL) donc très proche de l'autofluorescence. Un excès de LDL non 

fluorescentes ne déplace pas le pic, par contre un excès de  Ac-LDL 

diminue l'intensité de fluorescence. 

Lcs récepteurs (LDL et Ac-LDL) coexistent donc sur les cellules 

U937 bien que le récepteur LDL soit beaucoup plus exprimé. 

Les cellules U937 expriment à leur surface un nombre important 

de  récepteurs LDL. 

Il ex i s t e ra i t  d e s  r écep teurs  capab les  de  rcconna i t r e  

spécifiquement les LDL modifiés. Cependant, l'incorporation des LDL 

acétylées est très réduite par rapport à celle des LDL natives. 

Nos résultats sont intermédiaires entre ceux de  Via et al. (1985) 

et Suzuki et al. (1990). Via et al. montrcnt que les cellules U937 peuvent 

dégrader les LDL mais non les AcLDL. Par contre Suzuki et al. ont trouvé 

une fixation et une internalisation des AcLDL au niveau des cellules 

u937 .  

Ces  résultats  contradictoires peuvent s 'expliquer par  des 

différences de  conditions de  culture, par la source différente des 

cellules, par une expression différente des récepteurs. 

Frostegard et al. (1990a) confirment que les ccllulcs U937 ne 

synthétisent pas le cholestérol endogène et que leur croissance dépend 

de  la fixation des LDL sur leur récepteur. L'étude de la croissance de ces 
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ccllules pcut déterminer lcs propriétés de  fixation de LDL pathologiques 

par rapport à des LDL témoins. 

V.2.2 .  Les  monocytes-macrophages  humains  

Des monocytes-macrophages humains après 24 heures  de  

culture (Tableau VI) expriment les deux types de récepteurs : 

- récepteurs aux LDL natives, 

- récepteurs aux LDL modifiées. 

Les cellules semblent cependant incorporer plus de LDL acétylées. 

A 4 et  7 jours, les cellules métabolisent de plus en plus de LDL, 

qu'elles soient natives ou acétylées. 

L'excès de ligand froid ne suffit pas pour déplacer la totalité des DiI-LDL 

et DiI-AcLDL. 

La figure 14 illustre la manipulation réalisée au quatrième jour 

de culture. 

V.3. Conclusion 

Nous avons donc confirmé que Ics cellules U937 ne peuvent pas se 

diviser dans un milieu sans cholestérol exogène. Elles fixent et internalisent 

les LDL par la voie de récepteurs spécifiques. Elles expriment à leur surface 

un nombre limité de  récepteurs aux LDL modifiées. Leur croissance dépend 

essentiellement de l'intégrité des fonctions de  fixation des LDL présentes 

dans le milieu de culture (Frostegard, 1990a). 

Des macrophages ont été isolés des plaques athéromatcuses de  sujets 

a t t e i n t s  d ' h y p e r c h o l e s t é r o l é m i e  f a m i l i a l e  ( F H )  e t  de  p a t i e n t s  

hypercholestérolémiques non FH. Ces cellules ont accumulé des LDL et se sont 

gorgées de  lipides. L a  formation de  ces cellules spumeuses se fai t  par 

l'accumulation de  LDL modifiées et non d e  LDL natives dont el les ne 

présentent que peu de  récepteurs. Il est possible que les LDL oxydées par les 

cellules endothéliales stimulent la transformation des monocytes de  l'intima 

cn macrophages ac t ivés  qui vont ensuite se  transformer en cellules 

spumeuses de  la plaque d'athérome (Frostegard et al., 1990b). 



Tableau V I  : Intensité de  fluorescence des monocytes-macrophages en 

fonction du temps de culture après incubation à 37°C avec des lipoprotéines 

f l u o r e s c e n t e s .  

A u t o f l u o r e s c e n c e  

DiI-LDL 

DiI-LDL + LDL 

DiI-LDL + AcLDL 

Dit-AcLDL 

DiI-AcLDL + LDL 

DiI-AcLDL + AcLDL 

24 heures 

7 3 

9 3 

8 6 

9 3 

130 

129 

9 1 

24 heures 

116 

146 

120 

142 

220 

199 

130 

4 jours 

9 1 

166 

135 

135 

23 3 

24 1 

164 

7 jours 

97 

238 

225 

118 

299 

3 10 

2 5 6 



Dil-AcLDL + LDL 

.Dit-LDL + AcLDL - D i t - A c L D L  + AcLDL 

Figure 14 : Distribution de la fluorescence des monocytes-macrophages 

après 4 jours de culture et incubation pendant 5 heures à 37OC avec des DiI- 

LDL ou des DiI-AcLDL, en présence ou non d'un excès de lipoprotéines non 

fluorescentes. 

Un témoin d'autofluorescence est réalisé en incubant les cellules dans un 

milieu sans lipoprotéines fluorescentes. 

En abscisse : intensité de fluorescence, échelle logarithmique, unités 

arbitraires. 

En ordonnée : nombre de cellules. 



La fixation ct I'internalisation des LDL modifiées se font par l'intermédiaire 

d'un récepteur spécifique : le  scavenger récepteur (Brown et Goldstein, 1990 ; 

Kodama et al, 1990 ; Roher et al., 1990). 

Des travaux très récents de  Pitas (1990) montrent chez le lapin que ce  

scavenger récepteur peut aussi être exprimé au niveau des fibroblastes et des 

cellules musculaires lisses. 

La captation des LDL modifiées est stimulée par : 

- le facteur de croissance M-CSF (Ishibashi et al., 1990), 

- le milieu de culture contenant du sérum, 

- les produits de  sécrétion des plaquettes, 

- les esters de phorbol (Pitas, 1990). 

Nous avons montré que lors de  la transformation monocytes -> 

macrophages (culture des monocytes en milieu contenant du sérum humain) 

le métabolisme du cholestérol évolue. En effet les besoins de  la cellule 

transformée sont satisfaits par la captation de  LDL modifiées par une voie 

dilférente de celle des récepteurs LDL. 

Les techniques de cytofluorimétrie avec des LDL fluorescentes sont 

particulièrement adaptées à ce type de cellules comportant deux types de  

récepteurs. En effet, il est aisé de séparer la fixation spécifique de la fixation 

non spécifique par incubation des cellules avec un ligand fluorescent (LDL 

ou LDL modifiées) et un excès de ligand non marqué. Cependant, la 

quantification réelle de chaque récepteur reste difficile. 



CHAPITRE III 

ETUDE DE 

DIFFERENTS CAS 

D'HYPERCHOLESTEROLEMIE 
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1. INDIVIDUS SELECTIONNES CLINIQUEMENT HETEROZYGOTES 
POUR L'HYPERCHOLESTEROLEMIE FAMILIALE 

Dans l a  plupart des études publiées, le  critère de classification des 

hypercholestérolémies est  basé su r  l e  diagnostic cl inique.  Ainsi les 

xanthomes,  l 'a thérosclérose précoce, l 'hypercholestérolémie modérée  ou 

sCvère sont les manifestations majeures de l'hypercholestérolémie familiale 

(FH)  (Brown et Goldstein, 1975 ; Yamamoto et al., 1989). Ces signes cliniques 

associés à l 'existence d'antécédents familiaux d'hypercholestérolémie etlou 

de  maladie cardiovasculaire sont considérés comme suffisants pour la 

classification des patients dans le type FH. 

Nous avons sélectionné 4 1  patients hypercholestérolémiques sur la 

base de  la présence de  xanthomes et/ou d'antécédents personnels ou 

familiaux de  maladie cardiovasculaire. Nous avons classé ces patients en 

tenant compte de  la fixation des LDL sur leurs lymphocytes en utilisant une 

technique d'immunocytofluorimétrie indirecte (Benhamamouch et al. ,  1988). 

Nous avons essayé de corréler l'activité de leurs récepteurs LDL avec leur 

profil lipidique (lipides, apolipoprotéines et  lipoprotéines). 

Une étude en double aveugle a été entreprise sur les 41 sujets 

précédemment sélectionnés pour comparer l'efficacité de la simvastatine et 

du fénofibrate en fonction de  l 'expression des  récepteurs LDL des 

l y m p h o c y t e s .  

L e  fénofibrate e t  la simvastatine sont des hypocholestérolémiants 

(Alberts et al. 1980 ; Blene et al., 1986). La simvastatine inhibe I'HMG CoA 

réductase, provoquant ainsi une diminution de la synthèse du cholestérol. La 

diminution d e  la concentration cellulaire en cholestérol provoque une 

stimulation de  la production des récepteurs LDL hépatiques, augmentant le 

catabolisme des LDL par la voie des récepteurs spécifiques. Le fénofibrate 

stimule l'activité de la lipoprotéine lipase, accélérant la cascade lipolytique 

des lipoprotéines de très basse densité. Il pourrait inhiber l'activité de  I'HMG 

CoA réductase de  manière indirecte. 
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1.1. Matériels et méthodes 

I l l .  Les su je t s  e t  le protocole d 'é tude 

Ce t t e  é t u d e  e s t  r éa l i sée  s u r  4 1  s u j e t s  s o u f f r a n t  

d ' h y p e r c h o l e s t é r o l é m i e  e s s e n t i e l l e  ( x a n t h o m e s  e t / o u  m a l a d i e  

cardiovasculaire e t  antécédents familiaux) et suivis régulièrement en  

consultation dans l e  service d'endocrinologie du Professeur De Genncs. 

Pour tous les sujets l'analyse de l'activité des récepteurs LDL est 

réalisée sur les lymphocytes. Pour 15 sujets, l'analyse a aussi été réalisée 

sur les fibroblastes. 

Les lipides, apolipoprotéines et lipoprotéines sont mesurés après 

4 semaines sans aucun traitement et 4 semaines de  placébo. 

Pendant les périodes sans traitement, de  placébo puis d e  

traitement (fénofibrate ou simvastatine), les patients suivent un régime 

standard pauvre en lipides. 

Les patients entrent en période de placébo si le cholestkrol 

plasmatique et le  cholestérol-LDL sont au dessus de 3,0 et 1,95 g/l 

r e s p e c t i v e m e n t .  

Après 4 semaines de  placébo, l'un des deux traitements suivants 

est attribué aux patients de façon aléatoire : 

- simvastatine 20 mg/jour, 

- fénofibrate 200 mgljour. 

Après 6 semaines de  traitement, les lipides, les lipoprotkines et 

les apolipoprotéines sont dosés comme après la période de  placébo (6 

patients sont exclus après les 6 semaines de traitement). 

1.1.2. L'étude des  récep teurs  LDL 

Les lymphocytes sont isolés selon la méthode de Boyüm, 1968 

(Fiche technique no 10). 

Après incubation des lymphocytes pendant 72 heures en milieu 

RPMI contenant 1% p/v de SAB et 300 pg HDL3/ml, l'activité dcs 

r é c e p t e u r s  L D L  e s t  a n a l y s é e  p a r  u n e  technique 

d'immunocytofluorimétrie indirecte à 4OC (Fiche technique n012) en 

incubant les lymphocytes successivement avec : 
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- LDL 25 pglml. 

- anticorps anti-LDL 50 pglml, 

- anticorps niarqué à la fluorescéine (FITC-Ig)l/20 vlv. 

Lcs lymphocytes sont ensuite analysés par un Orthocytofluorographe 

50H (Orthodiagnostic system Westwood). Les résultats sont exprimés cn 

pourcentage de  cellules dont l'intensité de  fluorescence est supérieure 

au seuil déterminé pour l'appareil. Ces résultats sont ensuite comparés à 

ceux obtenus avec les lymphocytes d'un sujet normal traités de la même 

façon lors de  la même expérimentation. 

Les fibroblastes sont mis en culture à partir d'une biopsie de  

peau réalisée chez 15 patients. 

La fixation, l'internalisation et la dégradation des par 

ces cellules sont mesurées selon la méthode décrite par Goldstein ct 

Brown (Goldstein et  Brown, 1974 ; Fiche technique nO1 1). 

La fixation, l'internalisation et la dégradation spécifiques sont calculées 

par différence entre l'activité totale et l'activité non spécifique mesurée 

en présence d'un excès de LDL non marquées (20 fois la concentration 

des 1 2 5 1 - ~ ~ ~ ) .  

Les résultats sont comparés à ceux obtenus avec les fibroblastes d'un 

sujet normal et d'un sujet hétérozygote FH (mère d'un sujet homozytote 

FH). 

1.1.3. Les bilans lipidiques 

Le cholestérol ,  les triglycérides e t  les phospholipides sont 

mesurés  dans l e  sérum total par d e s  méthodes enzymat iques  

(Boerhinger Manheim, FRG et Biomérieux, France). Le cholestérol et les 

phospho l ip ides  s o n t  mesurés  d a n s  l e s  VLDL séparées  pa r  

ultracentrifugation séquentielle (Havel et al., 1955) et le surnagcant 

après précipitation au phosphotungstate de  sodium (cholestérol-HDL). 

Le cholestérol-LDL et  les phospholipides des  LDL sont estimés par 

différence entre ces  résultats. 

Les apos A-1 et B sont analysées en immunonéphélométrie 

(Berhing, FRG). 



Les apos C-III et E sont mesurées par immunoenzymométrie {Fruchart et 

al., 1985). 

Les lipoprotéines contenant simultanément les apos A-II et A-1 

(LpA-1I:A-1), les apos C-III et B (LpC-III:B), les apos E et B (LpE:B) ou les 

apos (a )  e t  B (Lp(a):B) sont quant i f iées  pa r  une technique 

immunoenzymométrique double site. L e  principe général est présenté 

dans la figure 1A. Si les anticorps sont identiques (anti-apoB par 

exemple),  cette technique permet de  doser toutes les lipoprotéines 

contenant I'apoB. Par contre, si les deux anticorps sont dirigés contre 

deux apo l ipopro té ines  d i f fé ren tes ,  nous  dose rons  t o u t e s  les 

lipoprotéines contenant au moins ces deux apolipoprotéines (Fruchart 

et al., 1985). 

Les lipoprotéines contenant 1'apoA-1 mais non 1'apoA-II (LpA-1) sont 

quan t i f i ées  p a r  é lec t roimmunodif fus ion.  Les  l ipoproté ines  sont 

exposées à un très large excès d'anti-apoAII. Les l ipoprotéines 

contenant I'apoA-II sont précipitées près du puits de dépôt.  Ne 

migreront et seront révélées que les lipoprotéines contenant I'apoA-1 

mais pas 1'apoA-II. 

Les significations statistiques sont évaluées par le test apparié 

de Willcoxon (comparaison intra-groupe) et par le test de  Mann et 

Whitney (comparaison inter-groupe). 

Des tests  de  corrélation ont été effectués entre l 'expression des 

récepteurs LDL et les bilans lipidiques avant et après traitement. 

1.2. Résultats 

Sur les 41 sujets étudiés : 

- 9 sujets ont une fixation normale des LDL sur leurs lymphocytes (>75% 

de la fixation normale), 

- 4 sujets ont une fixation des LDL entre 60 et 75% de la fixation 

n o r m a l e ,  

- 28 sujets ont une fixation des LDL entre 30 et 60% de la fixation 

n o r m a l e .  

La fixation des 2 5 ~ - ~ ~ ~  (10 pg/ml) à 4"C, I'intcrnalisaîion et la 

dégradation à 37°C sont étudiées sur les fibroblastes de 15 sujets : 
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Figure 1 A  : Dosage immuno-enzymatique des apolipoprotéines et des 

l ipoproté ines .  

A 
expression du récepteur LDL % 

expression du récepteur LDL % 

Figure 1B : Variations chez les sujets traités au fénofibrate des lipoprotéines 

complexes LpE:B et LpC-1II:B en fonction de l'activité des récepteurs LDL des 

lymphocytes exprimée en pourcentage de cellules fluorescentes après 

immunocytofluorimétrie indirecte à 4OC. 



- 8 sujets dont la  fixation des LDL est normale sur les lymphocytes, 

- 3 sujets dont la  fixation des LDL est intermédiaire sur Ics lymphocytes, 

- 4 sujets dont la fixation des LDL est déficiente sur les lymphocytes. 

Les résultats sont présentés dans le tableau 1. 

Pour ces 15 patients, la  fixation des LDL à 4°C sur les lymphocytes est 

comparable à la fixation des LDL à 4°C sur les fibroblastes. 

Pour 7 patients don t  l 'activité des récepteurs LDL est normale sur 

lyn~phocytes, l'internalisation et la dégradation des 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  sur fibroblastes 

sont aussi normales. Pour B l 8 ,  la fixation à 4°C sur fibroblastes est presque 

normale mais l'internalisation et la dégradation sont déficientes. 

Le  tableau II compare les concentrations plasmatiques de  lipides, 

apolipoprotéines et lipoprotéines des deux groupes extrèmes de  patients 

(activité normale ou déficiente des récepteurs LDL , groupes 1 et III). 

Aucune différence significative n'est observée entre ces deux groupes. 

Les sujets de  ces deux groupes ont des concentrations élevées de  cholestérol, 

de  phospholipides, de LDL-cholestérol et dlapoB, comme i l  est décrit pour les 

sujcts hypercholestérolémiques FH. 

Le tableau III montre les valeurs obtenues après six semaines de  

trai tement (fénofibrate ou simvastat ine) dans  chaque groupe e t  la 

signification des variations (test de Willcoxon). Le test de Mann et Whitney 

(test inter-groupe) montre qu'il n'y a toujours pas de différence significative 

entre ces deux groupes de patients dont l'activité des récepteurs LDL est 

différente. L'évolution des paramètres lipidiques est similaire dans les deux 

groupes. Nous observons, comme attendu, une diminution significative des 

paramètres suivants : cholestérol ,  t r iglycérides,  phospholipides,  LDL- 

cholestérol, apoB, apoE, apoCIII et lipoprotéines complexes telles que LpC1II:B 

et LpE:B. Donc, tous traitements confondus, l'effet sur le profil lipidique est le 

meme pour ces patients hypercholcstérolémiques, quelle que soit l'activité 

des récepteurs LDL. 

Les  valeurs obtenues avec l e  troisième groupe (n=4 ; activité 

in te rmédia i re  des r écep teurs  L D L  des  lymphocytes)  ne sont  pas 

significativement différentes des deux autres groupes (non montré). 



Tableau 1 : Activité des récepteurs LDL des lymphocytes et des fibroblastes. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage des résultats obtenus avec les 

cellules d'un sujet normal. 

La fixation des LDL (25 pglml) sur lymphocytes est étudiée par 

immunocytofluorimétrie indirecte à 4OC. Les fibroblastes sont étudiés avec 10 

pg 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ / m l  (2 expérimentations réalisées en quadruplicate). 

f ibroblastes 

R 3 

B I 8  

L40 

C l 4  

C21  

B 2 2  

P34 

64% 

71% 

62% 

49% 

38% 

50% 

40% 

72% 

125% 

64 ,OO% 

73% 

62% 

48% 

46% 

72% 

27% 

78% 

25% 

72% 

130% 

79% 

86% 

44% 

97 % 

36% 

58% 

122% 

50% 



Tableau II : Bilan lipidique. lipoprotéinique et apolipoprotéinique des 41 

sujets après la période de placébo (moyenne f sd). 

Les sujets sont classés selon l'expression des récepteurs LDL déterminée sur 

leurs lymphocytes. 

La présence de 4 signes cliniques chez les sujets étudiés est exprimée en 

pourcentage du nombre de sujets du groupe considéré pour lesquels nous 

avions l ' information; 

ACVP e t  ACVF : antécédents personnels e t  familiaux d e  maladie 

ca rd iovascu la i re .  

A F  hyperchol. : antécédents familiaux d'hypercholestérolémie. 

Concen [ ra t ion 
plasmat ique 

( g / l )  

Cholestérol 

Triglycérides 

Phospholipides 

VLDL-Cholesrérol 

LDL-Cholestérol 

LDL-Phospholipides 

HDL-Cholestérol 

HDL-Phospholipides 

ApoB 

ApoA-1 

ApoA-LI 

ApoE 

ApoC-II1 

Lp(a):B 

LpA-1 

LpA-1I:A-1 

LpE:B 

LpC-III:B 

Xanthomes 

ACVP 

ACVF 

AF Hyperchol. 

total 
n = 41 

3.97 I 0.96 

1,42 f 0.78 

3.25 I 0.62 

0,422 + 0,152 

3.10 f 0.89 

1.91 + 0,575 

0,446 I 0,149 

0,972 I 0,33 

2,26 f 0.60 

1.27 f 0,358 

0,292 k 0,081 

0,093 I 0,034 

0.063 I 0.020 

0,206 I 0,229 

0,438 1: 0,123 

0,831 f 0,283 

0,809 I 0.535 

0.322 I 0.153 

65% (n = 37) 

36% (n = 33) 

7690 (n = 29) 

97% (n = 30) 

Groupe 1 
Fixation 

normale des LDL 
n = 9 

4.04 f 0,57 

1.17 f 0,283 

3.25 + 0,727 

0,448 I 0,125 

3,12 I 0.462 

1,92 I 0,516 

0,478 I 0,209 

0,973 f 0,454 

2,35 I 0,306 

1,42 _+ 0,514 

0,304 I 0.098 

0,080 I 0,031 

0.058 + 0.013 

0,237 I 0,247 

0,445 f 0,135 

0,889 I 0,254 

0,946 f 0,548 

0.286 f 0.069 

75% (n =6) 

28% (n = 7) 

6790 (n = 6) 

100% (n = 7) 

Groupe III 
Fixation 

déficiente des LDL 
n = 27 

3.97 + 1 ,O6 

1.45 + 0,859 

3.31 + 0.611 

0.41 _+ 0.149 

3.12 I 1.01 

1.95 I 0,615 

0,444 f 0,128 

1.002 I 0.292 

2.21 f 0,685 

1.204 I 0,307 

0,289 + 0.084 

0,097 f 0.036 

0,064 f 0,023 

0.187 f 0,227 

0.446 I 0,127 

0.803 f 0,302 

0.715 I 0,376 

0.311 f 0.158 

- 
65% (n = 26) 

36% (n = 22) 

90% (n = 20) 

95% (n = 22) 



Tableau  I I I  : Bilan l ipidique,  l ipoprotéinique e t  apolipoprotéinique 

(moyenne f sd) après 6 semaines de traitement (fénofibrate ou simvastatine) 

des  patients classés selon l'expression d e s  récepteurs LDL d e  leurs 

lymphocytes et évolution pour chaque groupe des paramètres par rapport à 

la fin de période placébo (test de Willcoxon, *** : p c 0,001 ; ** : p c 0.01 ; * : p < 

0.05 ; NS : non significatif). La différence entre les groupes 1 et III n'est 

jamais significative (test de  Mann et Whitney). 

C o n c e n t r a t i o n  
p l a s m a t i q u e  

( g / l )  

Choles térol  

T r i g l y c é r i d e s  

P h o s p h o l i p i d e s  

VLDL-Cholestérol 

LDL-Cholestérol  

LDL-Phosphol ip ides  

HDL-Cholestérol  

HDL-Phosphol ip ides  

ApoB 

ApoA-1 

ApoA-I I  

ApoE 

ApoC-III  

Lp(a):B 

LpA-1  

LpA-1I:A-1 

LpE:B 

LpC-1II:B 

Groupe 1 
Fixat ion 

normale des LDL 
n = 8  

2.89 f 1,022 L ** 

0,884 i 0,232 1 ** 

2.72 f 0.712 1 * 

0,235 f 0.104 1 *** 

2.14 i: 1,OO 1** 

1.47 I 0 , 6 2 2  1 * 

0,518 f 0.150 NS 

1,045 f 0,38 NS 

1,33 I 0.294 1 *** 

1,279 f 0,549 \* * 

0,391 f 0,141 NS 

0,059+,0,018 1** 

0,049 f 0,012 NS 

0,116 f 0,094 NS 

0,447 f 0,171 NS 

0,961 f 0,235 NS 

0,303 f 0,154 1 ** 

0,175 f 0.066 & ** 

Groupe III 
Fixation 

déficiente des LDL 
n = 23 

3,01 f 0.93 1 *** 

1,04 + 0,395 st ** 

2.73 f 039 1 *** 

0,264 f 0,131 1 *** 

2.30 1: 0,88 1 ** 

1,57 f 0.58 1 *** 

0.449 f 0,130 NS 

0,926 f 0,28 NS 

1,523 f 0.5 16 1 *** 

1,197 f 0,301 NS 

0,313 f 0,104 NS 

0,062 f0 ,017 4 * * *  

0,047 f 0,010 1 ** 

0,187 f 0,223 N S  

0,449 f 0,132 NS 

0.84 f 0.21 N S  

0,425 f 0,345 1 * *  

0,216 f 0,125 L ** 



Le tableau IV montre la variation des paramètres lipidiques selon le 

~ r a i ~ c m e n t  (fénofibrate ou simvastatine), les sujets n'étant pas séparés par 

groupes d'activité différente des récepteurs LDL. 

L'kvolution dcs  paramètres l ipidiques es t  comparable sous  les deux 

traitcments sauf pour : 

- l'apoA-II et la LpA-1I:A-1 qui augmentent sous fénofibrate et non sous 

s i m v a s t a t i n e ,  

- 1'apoC-III qui diminue sous simvastatine et non sous fénofibrate. 

Nous avons effectué des études de  corrélation entre l 'évolution des 

conccntrations plasmatiques en  période placébo et après traitement et 

l 'expression du récepteur LDL sur  lymphocytes.  Les variat ions des 

paramètres lipidiques sont indépendantes de  l'expression du récepteur LDL 

mesurée sur lymphocytes sauf pour les lipoprotéines complexes telles que les 

LpE:B et LpC-1II:B. La concentration de  ces particules diminue d'autant plus 

après traitement sous fénofibrate que les sujets ont une activité élevée des 

récepteurs LDL (Figure 1B) (R = 0,6 pour les LpE:B). 

Les tableaux V et VI montrent l'évolution du bilan lipidique de chaque 

groupe (groupe 1 : fixation normale des LDL ; groupe III : fixation déficiente 

des LDL) en fonction du traitement. 

La signification de  la différence pour chaque groupe entre les deux 

traitements est indiquée par des astérisques dans le tableau VI  (test de Mann 

et Whitney). Le traitement sous simvastatine des sujets du groupe 1 aboutit à 

des concentrations plus basses qu'avec le fénofibrate pour les paramères 

suivants : triglycérides, VLDL-cholestérol, apoC-III et LpE:B. 

Dans chaque groupe de traitement, les moyennes de chaque paramètre 

doivent  ê t r e  ident iques  après pér iode placébo pour conf i rmer  une 

répartition aléatoire des patients. Ceci n'est pas le cas pour  tous les 

paramètres et en particulier pour les LpE:B et LpC-1II:B qui sont plus élevées 

chez les patients à activité normale des récepteurs LDL (groupe 1) qui sont 

ensuite traités au fénofibrate. Pour ces paramètres, ces deux populations de 

patients ne peuvent être considérées comme comparables. 

Sous simvastatine, l'évolution du bilan lipidique est indépendante de 

l'expression des récepteurs LDL. Ainsi, sous ce  traitement, aucune différence 

significative n'est observée entre les groupes 1 et III (test de  Mann et 

W h i t n e y ) .  

Par contre, sous fénofibrate, cette évolution est corrélée à l'activité des 

rCcepteurs LDL pour trois paramètres. Les HDL augmenlent plus, sous 



Tab leau  I V  : Variation des paramètres lipidiques des sujets à activité 

normale ou déficiente des  récepteurs LDL des lymphocytes après traitement 

au fénofibrate ou à la simvastatine (par rapport à la fin de période placébo). 

En italique sont indiqués les paramètres dont les concentrations sont 

dépendantes de l'activité des récepteurs LDL. Les astérisques indiquent la 

signification des variations des paramètres (test t. **** : p < 0,0001 ; *** . . P <  

0,001 ; ** : p < 0.01 ; * : p c 0.05 ; NS : non significatif). 

C o n c e n t r a t i o n  
p l a s m a t i q u e  

( g / i >  

Choles térol  

T r i g l y c é r i d e s  

P h o s p h o l i p i d e s  

VLDL-Cholestérol 

LDL-Cholestérol  

LDL-Phospho l ip ides  

HDL-Cholestérol  

HDL-Phosphol ip ides  

ApoB 

ApoA-1 

ApoA-11 

ApoE 

ApoC-III  

Lp(a) :B 

LpA-1  

LpA-1I:A-1 

LpE:B 

LpC-I1I:B 

F é n o f i b r a t e  
n =  

Placébo 

3,92 

1.24 

3,23 

0,406 

3,093 

1,901 

0,426 

0,933 

2,23 

1,223 

0,277 

0,086 

0,055 

0,194 

0,446 

0.71 1 

0 , 6 9 4  

0 , 2 6 7  

S i m v a s t a t i n e  
15 

T r a i t e m e n t  

3,12*** 

1,023* 

2,88** 

0,274** 

2,39*** 

1,667* 

0,464 NS 

0.971 NS 

1.417**** 

1.186 NS 

0,398*** 

0,065*** 

0,050 NS 

0,181 NS 

0,43 NS 

0,828** 

0.383** 

0.195* 

n = 

Placébo  

4,04 

1,43 

3,25 

0,434 

3.14 

1.908 

0,462 

0.994 

2.29 

1,296 

0,288 

O, 1 

0,069 

0,225 

0,419 

0,89 

0,894 

0,372 

20 

T r a i t e m e n t  

2,84**** 

0,957*** 

2,63**** 

0,236**** 

2,11**** 

1,406* * * 

0.495 NS 

1.016 NS 

1,485**** 

1,245 NS 

0.294 NS 

0,058**** 

0.048*** 

0,175 N S  

0,448 NS 

0,973 NS 

0 , 3 8 2  * * 

0 , 2 1 9 * * *  



T a b l e a u  V : Bilan lipidique des sujets à activité normale (1) ou déficiente 

(III) des  récepteurs LDL sur  lymphocytes avant et  après traitement sous 

fénofibrate. En italique sont indiqués les paramètres dont la différence de 

concentrat ion avant e t  après traitement es t  corrélée à l 'activite des 

récepteurs LDL (test de corrélation, Figure 1B). Un test de Mann et Whitney 

ne montre aucune différence significative avant et  après traitement entre 

les groupes 1 et III. 

c o n c e n t r a t i o n  
p l a s m a t i q u e  

( g / l )  

Choles térol  

T r i g l y c é r i d e s  

P h o s p h o l i p i d e s  

VLDL-Cholestérol 

LDL-Cholestérol  

LDL-Phosphol ip ides  

HDL-Cholestérol 

HDL-Phosphol ip ides  

ApoB 

ApoA-1 

ApoA-II  

ApoE 

ApoC-III  

Lp(a):B 

LpA-1 

LpA-1I:A-1 

LpE:B 

LpC-1II:B 

1 (n 

Placébo 

4,42 

1,27 

3,69 

0,504 

3,42 

2,2 

0,502 

1 ,O8 

2.46 

1,462 

0,38 

0,085 

0,066 

0,223 

0,489 

0,852 

1 , 0 9 6  

0 , 2 9 6  

= 5) 

Tra i t .  

3,3 1 

1 ,O5 

3,17 

0,315 

2,47 

1.73 

0,543 

1.17 

1,387 

1,322 

0,453 

0,071 

0,057 

0,175 

0,471 

0,962 

0 , 4 0 5  

0 , 2 0 3  

F é n o f i b r a t e  

I I I  (n 

P lacébo  

3,75 

1,274 

3,059 

0,356 

3 

1,837 

0,39 

0.871 

2,139 

1.12 

0,257 

0,089 

0,049 

O, 154 

0,466 

O,  644 

0 , 5 4 7  

0 , 2 2 2  

= 11) 

Trai t .  

3,155 

1,061 

2,789 

0,273 

2.5 

1,744 

0,395 

0.80 1 

1,502 

1,115 

0.37 1 

0,063 

0,044 

0,20 1 

0,411 

0.792 

0 , 3  71 

0 , 1 9 7  



Tableau V I  : Bilan lipidique des sujets à activité normale (1) ou déficiente 

(III) des  récepteurs LDL sur lymphocytes avant et  après traitement sous 

s i m v a s t a t i n e .  

La signification des  différences avec le fénofibrate est indiquée par les 

astérisques (test de Mann et Whitney, ** : p < 0.01 ; * : p < 0.05). 

c o n c e n t r a t i o n  
p l a s m a t i q u e  

( g / l )  

Choles térol  

T r i g l y c é r i d e s  

P h o s p h o l i p i d e s  

VLDL-Cholestérol 

LDL-Cholestérol  

LDL-Phospho l ip ides  

HDL-Cholestérol 

HDL-Phosphol ip ides  

ApoB 

ApoA-1 

APOA-II  

ApoE 

APOC-III  

Lp(a):B 

LpA-1 

LpA-1I:A-1 

LpE:B 

LpC-1II:B 

& 

1 (n 

Placébo 

3,56* 

1,058 

2,7* 

0,377 

2,74* 

1,57* 

0,448 

0.84 

2,215 

1,362 

0.3 

0,073 

0,048 

0.256 

0.39 

0.935 

0.757 

0,273 

= 4) 

Trai t .  

2.47 

0,718* 

2,26 

O ,  157* 

1.81 

1,21 

0,493 

0,923 

1,273 

1,235 

0,33 

0,047 

0,041* 

0,057 

0,422 

0,96 

0,200* 

O, 147 

S imvas ta t ine  

I I1  (n 

Placé bo 

4,182 

1,402 

3,48 

O ,446 

3,252 

2.025 

0.484 

1,085 

2,265 

1,237 

0,289* 

0,105 

0,075** 

0,223 

0,43 1 

0,861 * 

0.819 

0,383** 

= 11) 

Trait  

2,897 

1,023 

2,69 

0,257 

2,153 

1,438 

0,491 * 

1,022 * 

1.539 

1.26 

0,268* 

0.06 1 

0,049 

O,  177 

0,473 

0,873 

0,466 

0,23 
J 



traitement au fénofibrate, pour les sujets du groupe 1. Bien que les sujets du 

groupe I aient des valeurs de LpE:B et LpC-II1:B supérieures à celles des sujets 

du groupe III, sous fénofibrate lcs LpE:B et les LpC-1II:B diminuent plus pour 

ces patients du groupe 1. 

La comparaison des  moyennes des les groupes 1 et III selon le 

traitement confirme d o n c  les résultats obtenus en  étudiant la  variation 

continue de  chaque paramètre en fonction de l'expression du récepteur LDL 

sur  lymphocytes. Ces données ne permettent pas d'observer de différences 

significatives entre les groupes 1 et III en fonction du traitement (sauf pour 

les LpE:B et LpC-1II:B). 

1.3. Discussion - Conclusion 

Nous avons d o n c  montré  que  d e s  su je t s  présentant  une 

hypercholestérolémie, d e s  xanthomes et  des antécédents cardiovasculaires 

personnels ou familiaux pouvaient avoir des récepteurs LDL s'exprimant 

normalement à la surface  cellulaire après dérépression aussi bien sur 

lymphocytes que sur fibroblastes. Cependant, malgr6 la présence potentielle 

de  ces récepteurs, l 'augmentation de la cholestérolémie, de  I'apoB et des 

lipides des LDL (phospholipides e t  cholestérol) laisse penser que  ces 

récepteurs sont fortement réprimés in  vivo. Ceci rend ces patients, sur le 

plan clinique, indiscernables des sujets hétérozygotes pour un déficit du 

récepteur LDL. Cette hypothèse est confirmée par l'absence de différences 

significatives de  l'effet du traitement (fénofibrate et simvastatine) entre ces 

suje ts  pouvant  expr imer  d e s  récepteurs normaux après  dérépression 

cellulaire et les sujets réellement hétérozygotes FH. 

Chez les sujets présentant une hypercholestéromémie essentielle, le 

fénofibrate e t  la simvastatine ont des effets peu différents sur les lipides du 

plasma et des lipoprotéines. Ces effets ont été décrits par Bard et al. ( N .  Eng. J .  

Med., soumis pour publication 1991) dans une étude incluant une partie de 

nos malades. Nous retrouvons la plupart de leurs résultats dans notre étude. 

Quelques données sont cependant moins significatives, certainement à cause 

du plus faible nombre de  sujets : 



- Le Sénofibrate diminue plus les triglycérides, et la simvastatine 

diminue plus les LDL-phospholipides et le LDL-cholestérol. La 

simvastatine augmente le HDL-cholestérol. 

- La simvastatine est plus efficace pour baisser I'apoE, alors que le 

fénofibrate augmente significativement I'apoA-1 (résultats  que 

nous ne retrouvons pas dans notre étude). 

- Les LpE:B et  LpC-1II:B sont très significativement diminuées sous 

simvastatine e t  fénofibrate. 

Dans les deux cas de traitement, l'effet prédominant est la stimulation 

de l'expression des récepteurs LDL qui entraine une captation accrue des 

LDL. 

Le niveau potentiel d'expression maximale du récepteur LDL ne semble 

pas jouer un rôle essentiel dans l'efficacité du traitement. Cependant, nous 

observons une diminution plus importante des  lipoprotéines contenant 

simultanément l'apoE et 1'apoB (LpE:B) chez les sujets du groupe 1 (rCcepteurs 

LDL normaux). Il est donc possible que, l'apoE ayant plus d'affinité pour le 

récepteur LDL que llapoB, les LpE:B soient plus sensibles que les LDL à de 

faibles variations de l'expression des récepteurs LDL (LpB) in vivo (en 

admettant toutefois que ces observations ne sont pas faussées par des biais 

statistiques découlant des faibles effectifs et des différences de niveau de base 

de  ce paramètre). 

Deux études récentes (Helve et Tikkanen, 1988 ; Raveh et al., 1990) 

conduisent à des conclusions un peu différentes des nôtres. Ces Cquipes 

observent un profil l ipidique différent au départ  entre les patients 

hypercholestérolémiques FH et non FH. L'évolution des paramètres lipidiques 

sous traitement est plus faborable pour Ies patients non FH, surtout pour la 

deuxième équipe (Raveh et al., 1990). Cependant les critères de recrutement 

des patients sont différents des nôtres. En effet, dans les deux études, les 

patients non FH n'ont pas de  xanthomes ni d'antécédents familiaux 

d'hypercholestérolémie. Dans l'étude de Raveh et al. (1990), l'activité des 

récepteurs LDL est étudiée sur  monocytes fraîchement isolés, c'est-à-dire 

sans la dérépression préalable des récepteurs LDL que nous avons mis en 

oeuvre dans notre étude (par une culture dans un milieu sans LDL mais avec 

des HDL3). 

11 n'est pas étonnant qu'avant tout traitement les sujets classés non FH 

dans ces deux études aient un bilan lipidique moins "à  risque" avec en 



particulier le cholestérol, les LDL et I'apoB en concentrations plus faibles que 

chcz les sujets FH. 

Dans  notre  é tude nous  pourrions admet t re  que l ' appel la t ion 

d'hypercholestérolémie familiale est applicable à tous nos sujets puisque tous 

ont des antécédents familiaux d'hypercholestérolémie et  beaucoup ont des 

antecédents de maladies cardiovasculaires. Cependant, depuis les travaux de 

Brown et Godstein (1976), cette appellation de  FH est en général réservée aux 

sujcts présentant un déficit génétique en récepteurs LDL, ce qui n'est pas le 

cas pour 9 de nos sujets. 

Q u e l l e s  h y p o t h è s e s  p o u v o n s - n o u s  é m e t t r e  s u r  l ' o r i g i n e  d e  

l'hypercholestérolémie dans ce cas ? 

La première hypothèse est une augmentation de la synthèse de 1'apoB 

etlou du cholestérol et donc une augmentation de  la sécrétion des VLDL el de 

la production des LDL. Cependant, même si une réponse définitive ne 

pourrait être donnée que par des études métaboliques, le bilan lipidique ne 

laisse apparaître aucune augmentation particulière des lipoprotéines de  très 

basse densité (VLDL), des triglycérides, des apos E et C-III chez ces 9 paticnls. 

La deuxième hypothèse serait un défaut des LDL qui entrainerait une 

diminution de  leur captation par les récepteurs LDL. Malheureusement la 

présence ou l'absence de la mutation 3500 (Weisgraber et al., 1988) n'a pu 

être vérifiée chez ces patients. Toutefois la proportion de nos sujets à 

expression normale des récepteurs LDL semble très élevée dans notre étude 

(9141) par rapport aux fréquences publiées de  cette mutation parmi les 

hypercholestérolémies essentielles. Il semble donc peu probable que cela 

puisse expliquer tous les cas. 

La troisième hypothèse serait une répression du récepteur LDL in vivo 

chez ces  patients du groupe 1 (récepteurs normaux) beaucoup plus 

importante que chez des sujets normaux. 

Dans la littérature de  nombreux facteurs physiologiques (hormones 

par exemple), impliqués dans la régulation de l'expression dcs récepteurs 

LDL en relation ou non avec les variations du pool inlracellulaire de 

cholestérol, ont été décrits. Il est possible que chcz nos sujcts un déreglement 

génétique ou acquis de  ces processus de régulation conduise à une répression 
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anormale des récepteurs LDL in vivo et aboutisse à une hypcrcholestérolémic 

présentant tous les risques d'une FH. 

Une telle répression générale des récepteurs LDL in vivo a été avancée 

pour expliquer l'augmentation du cholestérol et  des LDL avec l'âge ct  chez Ics 

femmes après la ménopause. Il s'agit là  d'une diminution acquise de  

I'cxpression du récepteur LDL. 

Il est  fort probable que l'étude approfondie des  éléments régulateurs 

du gène du récepteur LDL e t  des effecteurs agissant au niveau de ces 

éléments permettront, dans l'avenir, de préciser ces hypothèses. 



II. FAMILLES SELECTIONNEES DONT UN ENFANT EST 
HYPERCHOLESTEROLEMIQUE 

La collaboration avec le Professeur FARRIAUX du Centre Hospitalier 

Régional de  Lille nous a permis d'étudier des familles dont un enfant au 

moins présente les signes cliniques d 'une Hypercholestérolémie Familiale 

(FH). Un parent au moins présente aussi une altération de  son bilan 

l ip id ique.  

Notre travail a consisté à déterminer le bilan complet e n  lipides, 

l ipoprotéines e t  apolipoprotéines.  Nous avons  étudié l 'expression du 

réccpteur LDL des lymphocytes et des fibroblastes de chacun des sujets de 

cinq familles. 

Notre but étai t  d e  sélectionner une famille part iculière dont 

I 'hypercholestérolémie ne serait pas liée exclusivement à un défaut  de  

récepteur LDL. 

Pour les cinq familles nous avons donc aussi vérifié que les LDL des 

sujcts étaient de bons ligands pour le récepteur LDL. 

Pour une des familles, l'hypothèse d'un défaut du ligand ne peut être rejetce. 

Le cas de cette famille sera traité dans la troisième partie de ce chapitre. 

11.1. Matériels et méthodes 

11.1.1. Les Familles 

Les familles que nous avons observées ont d'abord été choisies 

sur la base du bilan lipidique de l'enfant suivi à la Clinique Pédiatrique 

et du parent suspecté de lui avoir transmis la maladie. 

Nous avons réalisé le dosage de l'activité des récepteurs LDL des 

lymphocytes des sujets hypercholestérolémiques de dix familles. 

Dans cinq familles, l'étude a été étendue à tous les membres de la 

famille (frère ou soeur et  parents de l'enfant malade). 

Les  résultats  préliminaires (bilan lipidique e t  dosage du 

récepteur L D L  sur lymphocytes) nous avaient amen& à classcr les 

familles dans trois groupes (Delattre, 1988) : 



1 enfant et 1 parent hétérozygotes FH 

- famille K., 

- famille C., 

- famille S. 

1 enfant hétérozygote et 1 parent intermédiaire entre normal et 

hétérozygote FH 

- famille R. 

enfants normaux et 1 parent normal 

- famille M. 

Cette dernière famille (famille M) sera étudiée dans la troisième 

partie de  ce chapitre. 

11.1.2. Les bilans 

Pour chaque sujet, un bilan lipidique complet a été réalisé : 

- lipides dosés par méthode enzymatique, 

- apolipoprotéines dosées par néphélémétrie ou par des 

méthodes  immunoenzymatiques,  

- lipoprotéines dosées par des méthodes immunoélectropho- 

rétiques ou immunoenzymatiques. 

11.1.3. Le dosage de l'activité du récepteur LDL 

a. Sur les lvmvhocvtes 

L'activité du récepteur LDL des lymphocytes est dosée par la 

technique d'immunofluorescence indirecte (cf Chapitre II III. - Fiche 

technique n012).  

b. Sur les fibroblastes 

L'activité du récepteur LDL des fibroblasres est dosée par la 

technique de radioligand utilisant les I ~ ~ I - L D L  (cf Chapitre II II. - Fiche 

technique nO1 1). Les  premières expérimentations sont réalisEes avec 

une concentration fixe de 1 2 5 1 - ~ D ~  (10 pgfml). D'autres déterminations 

ont pu être réalisées avec une gamme de concentrations croissantes de 

l251-LDL (1 à 25 pglml). 



11.1.4. La fixation des LDL des suje ts  s u r  les cellules HeLa 

Nous avons vu dans le chapitre II  1. que  les cellules HcLa 

cxpriment un récepteur LDL normal à leur surface. Elles sont 

particulièrement adaptées à l'étude des ligands du récepteur LDL. Nous 

les avons utilisées pour vérifier que les LDL des sujets étudiés avaient 

une fixation identique à celles de LDL isolées à partir du plasma de  sujets 

n o r m o l i p é m i q u e s .  

Les LDL de  chaque patient ont été isolées à partir de 15 mi de 

plasma par ultracentrifugation séquentielle aux densités 1,030 et  1,053. 

Des LDL témoins ont été isolées dans les mêmes conditions à partir du 

plasma d'un sujet  normolipémique (Fiche technique nO1). 

Des LDL normales ont été marquées à l'Iode 1251. 

Des cellules HeLa, préincubées 48 heures en milieu DMEM 

contenant 10% d e  LPDS, sont incubées pendant 2 heurcs à 4°C avec 0,7 

ml de  DMEMILPDS contenant : 

- une concentration fixe de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  (10 ~ g l m l ) ,  

- et une concentration croissante dc LDL non marquées (O à 

100 pglml). 

Les 1251-LDL se  fixant aux cellules par le récepteur LDL spécifique, les 

LDL non marquées entrent en compétition. Les rksultats sont exprimés 

en pourcentage d e  la fixation totale des 2 5  1-LDL sans LDL non 

m a r q u é e s .  

Les courbes d e  compétition sont comparées avec la courbe de  

compétition des LDL témoins. 

11.2. Résultats 

11.2.1. La Famille K. 

S. K. est né le 21 juin 1974. Il est suivi depuis 12 ans par le Pr. 

Farriaux pour une hypercholestérolémie. II bénéficie d'un traitement 

par l e  Questran (résine séquestrante) associé aux mesures diététiques. 

Les résultats d e  cette thérapeutique ont permis de  stabil iser  le 

cholestérol plasmatique à 2,5 g/l environ. 



Tableau VI1 : Bilan l ipidique,  l ipoprotéinique e t  apol ipoprotéinique des  

sujets de  la famille K. 

C o n c e n t r a t i o n  
p l a s m a t i q u e  

g / l  

Cho le s t é ro l  

Chol-HDL 

T r i g l y c é r i d e s  

P h o s p h o l i p i d e s  

P-HDL 

Chol. non lié à 1'apoB 

P. non liés à 1'apoB 

a p o A - 1  

a p o B  

a p o A - I I  

apoE 

apoC- I I I  

LpA-1I:A-1 

LpC-III:  B 

LpE:B 

Lp(a ) :B  

Deux prélèvements ont été réalisés à 6 mois d'intervalle (sauf pour la mère) 

pour avoir le bilan le plus complet possible. 

P. : phospholipides 

Chol. : cholestérol 

S. K. 
Q u e s t r a n  

M è r e  

2.41 

0.59 

1 ,O8 

2.5 1 

1,37 

0.55 

1.32 

0,52 

0.039 

0,02 1 

0,36 

O, 19 

2,5 8 

0.35 

1.34 

2,25 

0.84 

0,23 

0,07 1 

0.026 

0.82 

0.1 1 

0.56 

0,28 1 

2.42 

0,29 

0.98 

2.08 

0,56 

1,27 

1,87 

0.29 

0,088 

0.03 6 

1.5 

0.25 

1 .O7 

0,35 1 

P è r e  

4.54 

0.49 

2,14 

3,7 

1.22 

0.44 

0.99 

0.45 

0.1 1 

O ,049 

1 .O4 

0.37 

0,009 

3,97 

O.  3 

1.93 

3.34 

0.79 

1.61 

3.49 

0.36 

0,075 

0.039 

1,44 

0.79 

0.53 

0.008 



Sa  mère a un bilan normal alors que son père présente une 

cholestérolémie élevée.  Nous n'observons pas d'hypertriglycéridémie 

(Tableau VII). 

Les LDL des trois membres de cette famille ont la même capacité 

que les LDL normales à entrer en compétition avec des 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  à 10 

pglml sur le récepteur LDL des cellules HeLa (Figure 2). 

L'activité des récepteurs LDL à 4OC des lymphocytes est normale 

chez la mère, mais déficiente chez S. K. et son père. 

Le dosage du récepteur LDL des fibroblastes est résumé dans le 

tableau VI11 (moyenne de  2 expérimentations). Les résultats sont 

exprimés en pourcentage de  l'activité des récepteurs LDL de fibroblastes 

normaux incubés en présence de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  à 10 pglml. 

S. présente une activité du récepteur LDL presque diminuée de moitié 

par rapport au témoin normal. 

Son père a une fixation à 4OC et une fixation-internalisation à 37°C 

déficientes. La dégradation à 37OC semble normale. 

Sa mère a des résultats plus forts que les fibroblastes témoins. 

Ces résultats confirment les données obtenues sur lymphocytes. 

L'activité des récepteurs LDL de S. K. est diminuée de moitié. Son 

hypercholestérolémie est de  type familial, elle est transmise par son 

père. C'est surtout la fixation des LDL qui est déficiente, la dégradation 

semble normale. 

11.2.2. La Famille C. 

J. C. est née le 8 mai 1985. Vu son jeune âge, le seul traiterncnt 

actuel est diététique. Cela ne semble pas suffisant car la cholestérolémie 

est supérieure à 3 gll. Ses deux parents sont hypercholestérolémiques 

(Tableau IX). 

Sur les cellules HeLa incubées avec 10 pg 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ / r n l ,  les LDL 

de ces sujets entrent en compétition dans les mêmes proportions que dcs 

LDL normales. 



LDL yglml 

Figure 2 : Courbes de compétition des LDL de la famille K. avec des lZ51  - L D L  

à 10 pglml sur les cellules HeLa. 

Les cellules HeLa sont incubées pendant 2 heures à 4OC avec 10 pg 2 5  1 - 

LDLIml et une gamme de concentrations croissantes de LDL non marquées. 

Les courbes sont comparées à celle obtenue avec des LDL normales. 

i LDL normales 

O LDL de S. 

A LDL de la mère 

LDL du père 



Tableau VI11 : Activité des récepteurs LDL des fibroblastes des sujets de la 

famille K.  

S. K. 

Mère 

P.è r e 

Les fibroblastes sont incubés pendant 2 heures à 4OC ou 4 heures à 37°C avec 

10 pg 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ / m l .  

Les résultats sont exprimés en pourcentage de l'activité des récepteurs LDL de 

fibroblastes normaux étudiés en même temps. 

Fixation à 4OC 

66% 

121% 

3 9 % 

F i x a t i o n - i n t e r n a l i s a t i o n  
à 37°C 

50% 

226% 

5 2 % 

Dégradation à 37°C 

68% 

141% 

165% 



Tableau IX : Bilan l ipidique,  l ipoprotéinique et apolipoprotéinique d e s  

sujets de la famille C. 

P. : phospholipides 

Chol.  : cholestérol 

C o n c e n t r a t i o n  
p l a s m a t i q u e  

g / l  

c h o l e s t é r o l  

H D L - c h o l e s t é r o l  

T r i g l y c é r i d e s  

P h o s p h o l i p i d e s  

P-HDL 

Choles téro l -VLDL 

Choles téro l -LDL 

Chol. non lié à I'apoB 

P. non liés à I'apoB 

a p o A - 1  

apoB 

a p o A - I I  

apoE 

apoC-III  

LpA-1I:A-1 

LpC-1II:B 

LpE:B 

Lp(a):B 

BL3 

BL5 

BL7 

LpA-1  

J. C. 
R é g i m e  

3.14 

0.38 

0.66 

2.67 

0.77 

O, 14 

2.62 

0.33 

0.88 

1.12 

1.63 

0.27 

0.053 

0,016 

0.58 

O, 13 

O, 16 

0.0 1 

3.1 

OS9 

2.39 

0,43 

M è r e  

2 $92 

0.42 

0.88 

2.8 

1 ,O8 

0,1 

2,4 

0,44 

1,21 

1,26 

1.7 

0.25 

0.062 

0,028 

0,75 

0,12 

0,07 

0.15 

3,11 

0.55 

1.92 

0.46 

P è r e  

2.5 1 

0,49 

0.83 

2.65 

1,22 

0,18 

1,84 

0.44 

1.21 

1,47 

1.4 

0,27 

0.01 

0.0 18 

0,64 

0,07 

0,15 

O 

3,51 

0.5 

2,15 

0.47 



L'hypercholestérolémie du père n'est pas due à un déficit en 

récepteurs LDL, car les résultats sont normaux sur lymphocytes. 

L a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l ' ac t iv i t é  d e s  r é c e p t e u r s  L D L  par  

immunofluorescence indirecte à 4°C montre que les lymphocytes de J.  C. 

et de sa mère présentent une déficience équivalente à un hétérozygote 

FH confirmé. 

Les premiers résultats d'expérimentation sur  fibroblastes nous 

ont amenés à revoir notre méthode de dosage de l'activité des récepteurs 

LDL (incubation des fibroblastes avec une concentration fixe de  1251-  

LDL). En incubant les fibroblastes avec des à 10 pg/ml, 

l'activité des récepteurs LDL était normale pour les trois membres de 

cette famille (sauf à 37OC où elle est diminuée de moitié pour la mère). 

Les fibroblastes de J. C. ont donc été une nouvelle fois comparés 

avec des fibroblastes normaux mais avec : 

- une même densité cellulaire d'ensemencement, 

- une gamme de concentrations croissantes de  25  1 - L DL.  

Les  résultats obtenus (Figure 3) confirment une déficience des 

récepteurs LDL chez cet enfant. 

L'hypercholestérolémie de J .  C. est de  type faniilial. Elle est 

transmise par sa mère. 

Son père présente une hypercholestérolémie non liée au récepteur LDL. 

11.2.3. La Famille S. 

S. S. est né le 4 mai 1975. Il est issu d'une famille souffrant 

d'hypercholestérolémie. Son père et  son grand-père paternel sont 

hypercholestérolémiques et un oncle paternel est décédé d'un infarctus 

du myocarde à l'âge de 41 ans. Sa mère n'est pas atteinte (Tableau X). 

Les LDL de  ces trois sujets se fixent de faqon normale aux 

cellules HeLa. 

Le bilan lipidique est confirmé par le dosage du récepteur LDL 

sur  lymphocytes par  immunofluorimétrie indi recte  à 4°C. Les 

lymphocytes sont normaux pour la maman, alors que pour S. S. et son 
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Figure 3 : Etude de la fixation à 4"C, de la fixation-internalisation et de  la 

dégradation à 37°C des 1 2 5 1 - L ~ L  par les fibroblastes de J .  C. 

Les fibroblastes des différentes souches ont été ensemencés avec une même 

densité cellulaire puis préincubés pendant 48 heures en DMEMILPDS. Ils sont 

incubés en présence d'une gamme de concentrations croissantes de 25 1 - L D L  

pendant 2 heures à 4°C ou 4 heures à 37°C. 

0 P., fibroblastes normaux 

i 2.. fibroblastes hétérozygotes FH 

* fibroblastes de J.  C. 



T a b l e a u  X : Bilan lipidique, lipoprotéinique et apolipoprotéinique d e s  sujets 

d e  la famille S. 

P. : phospholipides 

Chol .  : cholestérol 

C o n c e n t r a t i o n  
p l a s m a t i q u e  

g / l  

c h o l e s t é r o l  

HDL-choles téro l  

T r i g l y c é r i d e s  

P h o s p h o l i p i d e s  

P-HDL 

Chol. non lié à I'apoB 

P. non liés à I'apoB 

a p o A -  1 

apoB 

a p o A - I I  

apoE 

apoC-III  

LpA-1I:A-1 

LpC-1II:B 

LpE:B 

L p ( a ) : B  

BL3 

BL5 

BL7 

LpA-1 

S. S.  
R é g i m e  

3 ,O6 

0,46 

0.95 

2.73 

1.33 

0,44 

1.1 

1.26 

1.67 

0,22 

0.057 

0.02 

O .5 

0.1 1 

0.18 

O, 1 

3,29 

0.43 

1,97 

0.36 

M è r e  

1.74 

O. 6 

0.54 

2.17 

1.4 

0.66 

1.43 

1.63 

0,62 

0.2 

0,035 

0.01 

0.52 

0.08 

0.09 

O 

1.18 

0.2 

1,11 

0.67 

P è r e  

2.73 

0.53 

0.79 

2.7 3 

1.4 

0.66 

1.43 

1.79 

1.45 

0.3 1 

0.06 

0.01 1 

1 ,O2 

0,09 

O, 1 

0.06 

2.85 

0.45 

1 ,O5 

0.35 



père ,  nous détectons u n e  déf ic ience  des  récepteurs LDL sur  

l y m p h o c y t e s .  

Alors que le père présente 50% de l'activité normale des 

récepteurs LDL à 4OC, les fibroblastes de  S. S. ont une activité normale 

des récepteurs LDL. Les fibroblastes de  sa mère sont normaux. Donc 

comme pour la famille C., les premières expériences sur fibroblastes 

avec 10 pg 1 2 5 1 - ~ ~ ~ / m l  donnent des résultats contradictoires avec ceux 

obtenus sur lymphocytes. 

Cette discordance nous avait amenés à émettre l'hypothèse d'un 

problème de  régulation du récepteur LDL pour S. S.. Les lymphocytes 

préincubés en RPMIISAB et  HDL3 à 300 pg/ml étant déficients, nous 

avons pensé que, dans ces conditions, le récepteur LDL n'était peut-être 

pas stimulable. Les tests sur  lymphocytes nécessitant une nouvelle prise 

de  sang et l'étude de la sensibilité aux HDL3 (étude de  I'efflux de 

cholestérol) demandant un nombre important de cellules, nous n'avons 

pas  pu vér i f ier  cette hypothèse. Cependant,  e n  contrôlant  les 

fibroblastes avec une gamme de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  et  une même densité 

cellulaire d'ensemencement que les fibroblastes témoins normaux et 

hétérozygotes FH, une activité réduite du récepteur LDL pour S. S. a été 

montrée après incubation des cellules en DMEMILPDS (Figure 4). 

Ces expérimentations confirment donc tout à Sait l'importance 

de  grandes précautions lors d'un diagnostic. 

S. S. souffre d'une hypercholestérolémie de  type familial par 

déficit en récepteurs, bien que l'activité à 37°C ne soit diminuée que de 

25% par rapport à des fibroblastes normaux. La maladie est transmise 

par son père. 

11.2.4. La Famille R.  

H. R. est né le 19 mai 1966. Comme sa mère,  i l  est 

hypercholestérolémique. Au moment du bilan, les seules mesures prises 

pour baisser la cholestérolémie sont diététiques. Son pCre présente un 

bilan lipidique normal (Tableau XI). 
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VI Dégradation à 37OC 

Figure 4 : Etude de la fixation à 4°C. de la fixation-internalisation et de la 

dégradation à 37°C des ~ * ~ I - L D L  par les fibroblastes de S. S. 

Les fibroblastes des différentes souches ont été ensemencés avec une même 

densité cellulaire puis préincubés pendant 48 heures au DMEM/LPDS. Ils sont 

incubés en présence d'une gamme de concentrations croissantes de 25  1 - L D L  

pendant 2 heures à 4OC ou 4 heures à 37°C. 

O V., fibroblastes normaux 

9 Z., fibroblastes hétérozygotes FH 

0 fibroblastes de S. S. 



des 

TG : Triglycérides 

P. : phospholipides 

Chol. : cholestérol 



Lcurs LDL cntrcnt cn compétition, dans les mêmes proportions 

quc I C S  LDL témoins normales, pour la fixation des 1 2 5 1 - ~ ~ ~  à 10 pg/ml 

>ur Ics ccllulcs HeLa. 

Les rcsultats obtenus sur les lymphocytes et les fibroblastes sont 

résumés dans le tableau XII. Les résultats sont donnks en pourcentage de 

l'activité des récepteurs LDL de cellules normales. Les lymphocytes sont 

tcstés en immunocytofluorimétrie indirecte. Les f ibroblastes sont 

incubés avec une concentration fixe (10 pglml) de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ .  

La mère de  H. H. présente des résultats intermédiaires entre le 

phénotype normal et  le phénotype hétérozygote FH. 

Les lymphocytes et fibroblastes de  son père ont une activité 

encore plus importante que les cellules normales témoins. 

H. H. présente des résultats réduits de moitié par rapport à la 

souche normale. 

L'hypercholestérolémie dont souffre H. R. est de  type familial. 

Elle est transmise par sa mère qui présente des résultats intermédiaires 

entre normal et hétérozygote FH. 

11.3. Conclusion 

Les quatre famil les  étudiées précédemment sont donc atteintes 

d'hypercholestérolémie familiale liée à un défaut du récepteur LDL (Tableau 

XIII).  

Les résultats présentés montrent l'importance de l'étude du récepteur 

LDL sur différents types cellulaires. Les expérimentations et  leurs résultats 

nous ont permis d'optimiser les méthodes. 

Les méthodes de  dosage du récepteur LDL sur cellules sont lourdes à 

mettre en place (biopsie de peau, prélèvement de  sang, culture des cellules, 

utilisation de  radioéléments). Elles permettent cependant un diagnostic fiable 

quand elles sont réalisées sur les fibroblastes e t  les lymphocytes, avec un 

protocole bien standardisé comme i l  a été établi dans notre laboratoire. 

Elles permettent de confirmer le diagnostic clinique. 



Tableau XII : Activité des récepteurs LDL des lymphocytes et des 

fibroblastes des sujets de  la famille R. 

Les lymphocytes sont étudiés en immunocytofluorimétrie à 4°C. 

Les fibroblastes sont incubés pendant 2 heures à 4°C ou 4 heures à 37°C avec 

10 pg 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ / m l .  

Les résultats sont exprimés en pourcentage de l'activité récepteur LDL des 

cellules normales de  référence. 

fix-intem. : étude de la fixation-intemalisation des LDL à 37°C. 

H. R. 

M è r e  

P è r e  

L y m p h o c y t e s  
c y t o f l u o r i m é t r i e  

indirecte 4°C 

50% 

75% 

100% 

Fibroblas tes  

Fixation 
4°C 

40% 

65 % 

136% 

f i x - i n t e r n .  
37°C 

40 % 

46 % 

186% 

Dégradation 
37°C 

47 % 

84% 

184% 



Tableau XII1 : Tableau récapitulatif de l'étude des LDL et de l'activité des 

récepteurs LDL des lymphocytes et des fibroblastes dans quatre fainilles. 

Les LDL sont étudiées par une compétition avec des ' ~ ~ I - L D L  sur les ccllulcs 

HeLa. Les lymphocytes sont étudiés en in~riiunocytofluoririibirie indirecic. 

Les fibroblastes sont étudiés par une technique de radioligarid. Les résuliais 

sont comparés à l'activité récepteur LDL des cellules norriiales de rCSbrencc. 

F  + 1 : Fixation à 4°C et fixation-internalisalion à 37°C 

fix : fixation à 4°C 

Famille K. S. 
M è r e  
P è r e  

Famille C. J .  
M è r e  
P è r e  

Famille S. S. 
M è r e  
P è r e  

Famille R. H. 
M è r e  
P è r e  

LDL 

n o r m a l e s  
n o r m a l e s  
n o r m a l e s  

n o r m a l e s  
n o r m a l e s  
n o r m a l e s  

n o r m a l e s  
n o r m a l e s  
n o r m a l e s  

n o r m a l e s  
n o r m a l e s  
n o r m a l e s  

Activité des 
récepteurs LDL 
des lymphocytes 

d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  

d é f i c i e n t e  

d é f i c i e n t e  
d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  

d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  

d é f i c i e n t e  

d é f i c i e n t e  
d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  

c o n c l u s i o n  

Activité des 
rbcepteurs LDL 

d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  

F. + 1. déficientes 

d é f i c i e n t e  
d é f i c i e n t e  
r iornia le  

Six .  déficiente 
n o r n i a l e  

d é f i c i e n t e  

dé f i c ien te  
F. + 1. déficientes 

i iornia le  

Activité des récepteurs LDL des fibroblasics 

Fixation 
4°C 

d é f i c i e n t e  
> normale 
d é f i c i e n t e  

d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  
n o r n i a l e  

d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  

d é f i c i e n t e  

d é f i c i e n t e  
d é f i c i e n t e  
> normale 

Fix - intern. 
37°C 

d é f i c i e n t e  
> normale 
d é f i c i e n t e  

d é f i c i e n t e  
d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  

i n t e r m é d i a i r e  
n o r m a l e  

d é f i c i e n t e  

d é f i c i e n t e  
d é f i c i e n t e  
> normale 

Dégradat ion 
37°C 

d é f i c i e n t e  
> normale 
> normale 

d é f i c i e n t e  
d é f i c i e n t e  
n o r m a l e  

i n t e r m é d i a i r e  
n o r m a l e  

d é f i c i e n t e  

d é f i c i e n t e  
i n t e r n i é d i a i r e  

> normale 



Instaurés dans des îamillcs à haut risquc (antécédents familiaux), ccs 

typcs de  dosage réalisés d'abord chez les parents permcttcnt lc suivi dcs 

cnfants dès lcur plus jcunc âgc. 

Les résultats discordants que nous avons pu observer pour certains 

sujcts selon lc type cellulaire a été élucidée par la standardisation de  nos 

méthodes. Cependant, il n'est pas à exclure que, chez certains sujets, les 

ccllules soient plus sensibles à la stimulation du récepteur LDL par dcs 

fac teurs  extCrieurs (confluence ou densi té  cellulaire plus o u  moins 

importante, milieu DMEMIBSA, HDL3, milieu DMEMILPDS qui peut varier 

selon lc lot de LPDS, ...). 

La caractérisation récente des mutations au niveau du gène du 

récepteur LDL (techniques diverses de biologie moléculaire), avait laissé 

cspkrcr un diagnostic sur simple prise de sang et analyse du DNA par RFLP 

(étude des fragments de restriction) ou hybridation du DNA amplifié par PCR 

(Polymerase Chain Reaction). Cependant, la  multiplicité des mutations ne 

permettent pas d'imaginer un dépistage rapide et exhaustif. Une recherche 

systématique ne peut être possible que dans une population où i l  existc un 

cffc t  fondateur (mutation des Canadiens français (Hobbs et al., 1987 ; 

Leitersdorf et al., 1990), des Afrikaners (Leitersdorf et al., 1989b)). 
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I I I .  Ct\S PARTICULIER DE LA FAMILLE M. 

Dans Ic c'idrc dc la collaboration avec le Professeur Farriaux iic la 

Cliriiquc Pédi:itriquc du Ccntrc Hospitalicr de Lille. nous civons kiudik 5 

I';iiniIlcs (un cnfant ct  ses deux parents). Une l'amillc s'est rapidcn~cni 

dkiiiarquée des quatrc autres (étudiées dans Ic chapitre I I I  1 1 . ) .  En cf'fct, Ics 

L D L  des sujcts de la famille M. étaient nioins bien rcconnucs par Ics 

rkccpteurs LDL cellulaires. 

C'cst cctte famille que nous nous proposons d'étudier dans cctte 

troisième partie. 

111.1. Matériels et  méthodes  

111.1.1. Les su je t s  de Iü famille M. 

M. M. est née le 24 septembre 1975. A 8 ans, à la suite d'un bilan 

lipidique prescrit à cause de céphalées fréquentcs, une cholestérolémie 

à 3,82 g/l lui est découverte. Depuis 1986, elle est suivie cn consultation 

chez le Professeur Farriaux. Depuis novembre 1987, elle est traitte au 

Qucs t ran .  

Un bilan systématique chez sa soeur A.,  née lc 24 juillet 1978 

révèle unc hypercholestérolémie modérée à 2.20 g/l. A cc jour, cllc est 

sans traitement. 

Chez leur mère le Zocor (Simvastatinc) ne baisse pas la 

cholestérolémie qui reste à 4 g/l. A ce jour et depuis 1989, lcur mère cst 

traitée au Lipanor (Fibrate). 

Des conseils diélCtiques ont bien sûr été donnés à la famille. 

111.1.2. Les bi lans  

Les derniers bilans ont été réalisks cn juillet 1990 (Tablcau XIV) .  

A .  M. présente une cliolcstéroléniic normale à 1 9 4  1 .  Elle 

présente comme son père une triglycCridémic 6lcvéc (2,02 g/l ci 1.89 

g/l respectivement). Cc dernier a une cholestérolémie élevée à 2.41 g/1. 



Tableau X I V  : Bilan lipidique, lipoproiéinique ei  apolipoproiéinique des 

sujets de la famille M. 

P. : phospholipides 

Chol. : cholestérol 

Concentration 
plasmatique 

g / l  

cholestérol  

HDL-cholestérol 

Triglycérides  

Phosphol ipides  

P-HDL 

Cholestérol-VLDL 

Cholestérol-LDL 

Cho1 non lié à I'apoB 

P. non liés à I'apoB 

apoA-1 

apoB 

apoA-II 

apoE 

apoC-III 

LpA-1I:A-1 

LpC-1II:B 

LpE:B 

Lp(a):B 

BL3 

BL5 

BL7 

LpA-1 

M. M. 
Questran 

2,57 

0,66 

1,63 

2.84 

1,43 

0,24 

1.58 

0,77 

1.76 

1,88 

1,27 

0.33 

0,046 

0,036 

0.59 

0,19 

0.26 

O,  1 

0.72 

A. M. 

1,94 

O ,46 

2.02 

2,33 

1.15 

0,28 

1 ,O8 

OS5 

1,43 

1.59 

1 ,O7 

0.32 

0.05 1 

0,039 

0.5 

0.24 

0,35 

O, 1 

1.41 

0,26 

1.46 

0.52 

Mère 
Lipanor 

2.36 

0,46 

1 ,O8 

2.5 

1.12 

O. 16 

1.68 

0.55 

1,43 

1.52 

1.3 

0.29 

0,042 

0,025 

0.58 

0,14 

0.44 

O 

1.98 

0.37 

1.79 

0,6 1 

Père 

2.41 

0.18 

1.89 

2.43 

0.8 

0.35 

1.75 

0,33 

0,99 

1 ,O8 

1.59 

0.29 

0,033 

0,03 

0.55 

0.28 

0,48 

0.04 

0.34 



M. M. et sa mère présentent une hypercholestérolémie ( 2 3 7  g/l 

et 2,96 g/l respectivement) sans élévation des triglycérides et ceci 

malgré le traitement. 

111.1.3. Le dosage de l'activité des récepteurs LDL 

L'activité des récepteurs LDL a été déterminée dans un premier 

temps par immunocytofiuorimétrie indirecte à 4OC sur lymphocytes. Les 

résultats préliminaires et le  bilan lipidique nous avaient fait classer 

cette famille dans  le groupe des familles hypercholestérolémiques à 

activité normale des récepteurs LDL sur lymphocytes (Chapitre III II.). 

Une deuxième détermination a été réalisée sur les lymphocytes, en 

étendant l'étude au père. 

Une biopsie de peau a été pratiquée chez les quatre sujets de 

cette famille. Nous avons dosé l 'activité des récepteurs LDL sur 

fibroblastes : 

- avec une concentration fixe de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  (10 pg/ml), 

- et avec une gamme de concentrations croissantes de 1 2 5 1 -  

LDL. 

111.1.4. Etude des LDL de  la famille M. 

a. Caractérisat ion chimiaue 

Les LDL sont isolees à partir de  15 ml de plasma de chaque sujet 

entre les densités 1,030 et  1,053 par ultracentrifugation séquentielle 

(Fiche technique no 1). 

Le cholestérol total, le cholestérol non estérifié, les triglycérides 

et  les phopholipides ont é té  dosés sur  ces fractions par les kits 

Boehringer. Les protéines totales sont dosées par la méthode de Petersen 

(1977). Ces quatre fractions sont comparées à deux lots de LDL isolées 

chez des sujets normaux. 

Les fractions sont soumises à une électrophorèse dénaturantc 

SDS-PAGE, en gradient continu de polyacrylamide 3,75- 15%. Les 

fractions migrent dans un gel de 8,O cm x 7,O cm et de 15 mm d'épaisseur 

dans un système minicuve Hocffer en tampon Tris 25 mM - glycine 192 

mM - SDS O,l% pH 8,3, sous une tension de  150 V pendant 45 minutes. 
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b. Etude sur  cellules HeLa et fibroblastes 

Nous étudions l'interaction des LDL des sujets de la famille M. sur 

les récepteurs des cellules HeLa et des fibroblastes normaux. Les cellules 

sont incubées à 4OC ou à 37°C avec une concentration fixe de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  

(10 pg/ml) et une gamme de  concentrations croissantes de  LDL à tcster 

(O à 100 pglml). 

Chaque essai sur les cellules HeLa a été réalisé quatre fois, cn double, 

sur trois lots de LDL, à 18 mois d'intervalle. Un test de Mann et Withncy a 

été appliqué pour l'étude statistique. 

Sur les fibroblastes, chaque essai a été réalisé deux fois, en double, sur 

un même lot de LDL. 

c. Etude sur les cellules U937 

Frostegard e t  al. (1990a) ont récemment mis au point une 

méthode d'étude des  LDL sur les cellules U937. Ces cellules ne 

synthétisent pas le cholestérol (cf. Chapitre II V.1.1.). Leur croissance 

dépend totalement du cholestérol exogène apporté par les LDL. Elle peut 

donc être ralentie si  les LDL additionnées au milieu de  culture ne sont 

pas de  bons ligands pour le récepteur LDL. 

Du plasma des sujets de la famille M. a été envoyé à cette équipe Suédoise 

qui a testé, dans son système, les LDL de nos malades. Les LDL sont 

rajoutées à un milieu de culture dépourvu de lipoprotéines cl de stérols. 

La croissance cellulaire est évaluée par numération. 

d. Technique radio-immunologiaue 

L'accessibilité de différents épitopes de 1'apoB des LDL est étudiée 

par une technique radio-immunologique utilisant différents anticorps 

monoclonaux et mettant en compétition des 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  normales et les 

LDL à étudier (Fievet et al., 1989 ; Pease et al., 1990). Sept anticorps 

monoclonaux de  rats ou de souris, reconnaissant différents épitopes de 

llapoB, sont utilisés (Tableau XV ; Figure 5). 

Les anticorps monoclonaux sont adsorbés sur  une plaque de 

microtitration. Différentes dilutions de LDL non marquées sont incubCes 

pendant une nuit à température ambiante avec une concentration fixe 

de LDL natives marquées à l'Iode 1251. 

Après lavage, la radioactivité associée à chaque puits est comptée : B. 

Chaque lot de LDL est testé cn triple. 



Tableau XV : Epitopes de  I'apolipoprotéine B reconnus par différents 

anticorps monoclonaux de rat ou de souris. 

Anticorps monoclonal 

B  1 

B 4  

D A 7  

B A 1 1  

B L 3  

B L 5  

B L 7  

NH2) i r r 1 { COûH I 
r 

1000 2000 3000 4000 4536 
région de 
fixation au 
récepteur 

anticorps 
utilises au 
laboratoire 

Origine  

r a t  

r a t  

r a t  

r a t  

s o u r i s  

s o u r i s  

s o u r i s  

Weisgraber 
et al., 1988 

Epitope reconnu 
Position des acides aminés ( A A )  

.\A : 128-689 

AA : 1854-1878 
(jonction B48-B 100) 

Région Nterrninale de la zone 
de fixation au récepteur LDL 

Compétition avec 3 anticorps 
(3A8, 3A10, 5Ell) dont l'épitope 
est AA = 3506 (zone récepteur) 

AA = 4355 

Reconnaissance 
c o n f o r m a t i o n n e l l e  

AA = 2331 

Figure 5 : C a n e  linéaire de  I'apolipoprotéine B. 

Les flêches montrent la position d'épitopes reconnus par quelques anticorps 

monoclonaux de  rat ou de  souris. 



Les puits incubés avec les 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  sans LDL compétiteur permettent de  

déterminer Bo, la  fixation maximale des 2 5  1-LDL à l 'anticorps 

m o n o c l o n a l .  

La courbe moyenne [B/Bo = f(1og concentration LDL)] est tracée pour 

chaque lot de LDL, puis comparée avec celle des LDL normales témoins. 

Nous pouvons ainsi déterminer, pour chaque lot de LDL par rapport aux 

LDL témoins natives, la quantité de LDL nécessaire au déplacement de  

50% des 2 5 ~ - ~ ~ ~  qui reflète l'expression de I'épitope de  l'anticorps 

monoclonal correspondant .  

Le dosage des épitopes des LDL testées de la famille M. est exprimé en 

pourcentage par  rapport aux LDL témoins (auxquelles on attribue 

100%). Si la valeur est supérieure à 100% cela signifie que I'acccssibilité 

des épitopes des LDL étudiées est diminuée par rapport aux LDL normales 

de référence car il faudra une plus grande quantité de LDL étudiées 

pour inhiber la fixation des LDL marquées. Des analyses statistiques 

(test t de Student, analyse de  Variance, test t de  comparaison multiple) 

ont été réalisées sur les résultats de dosage des épitopes. 

Après régression linéaire de la courbe B/Bo (= logit BIBo), nous 

pouvons déterminer l 'affinité apparente des épitopcs vis-à-vis dcs 

anticorps monoclonaux. 

L'affinité apparente est donnée par la pente de la droite de  régression, 

et comparée à l'affinité apparente de LDL normales témoins traitées en 

même temps. Elle est exprimée en unités arbitraires. 

e. Détection de  la mutation 3500 

La mutation 3500 se caractérise par la mutation d'une guanosine 

(G) en adénosine (A) à la position 10699 dans l'exon 26 du gène de I'apoB, 

conduisant à l a  substitution d'une arginine par une glutamine en 

position 3500 de  la séquence protéique. 

Une région de 800 paires de bases entourant la paire de base 10699 est 

amplifiée par PCR (Polymerase Chain Reaction). 

Après transfert su r  membrane de nitrocellulose, la présencc de la 

mutation est testée par hybridation avec deux oligonucléotides. L'un est 

spécifique de l'allèle normal, l'autre est spécifique de l'allèle muté. 

La révélation de  l'hybridation se fait par autoradiographic. 



111.2. Résultats 

111.2.1. Activité des r é c e p t e u r s  LDL cel lu la i res  

a. Activité des réceuteurs LDL des lvmphocvtes 

L c s  e x p é r i m e n t a t i o n s  p ré l imina i res  r éa l i sées  s u r  lcs  

lymphocytes de M. M., A. M. et de leur mère nous avaient amenés à 

classer cette famille dans les hypercholcstérolémies à activité normale 

des récepteurs LDL. 

Un deuxième prélevement réalisé 1 an aprbs nous faisait revoir 

notre classification. 

Par immunocytofluorimétrie indirecte à 4OC, les lymphocytcs de  M. M., 

A. M. et de leur mère fixent moins les LDL que les lymphocytes isolés du 

sang d'un sujet normal témoin. La déficicnce n'cst ccpendant pas aussi 

marquée q u e  d a n s  le cas  de  l 'hypercholcs térolémic  familiale 

h é t é r o z y g o t e .  

L'activité des récepteurs LDL des lymphocytes de  lcur père est normalc. 

b. Activité des r éce~ teurs  LDL des fibroblastcs 

L'activité des  récepteurs LDL des fibroblastes dcs sujets de la 

famille M. est reportée dans le tableau XVI. 

Ces résultats sont confirmés par l'étudc avec une gamme de 

concentration croissante de  1 2 5 ~ - ~ ~ ~  et une même densité cellulaire 

d'ensemencement (Figures 6 A, B et C). A 4°C et 37OC, lcs quatre membres 

de  cette famille présentent une déficience de l'activité des récepteurs 

LDL. 

c. Conc lus ion  

Nous obse rvons  une déf ic ience  du récepteur LDL des  

lymphocytes et fibroblastes de M. M. et de sa mère. 

Pour A. M., la déficience du récepteur LDL semble moins accentuée. 

Les fibroblastes de  leur père présente une déficience du récepteur LDL, 

mais pas les lymphocytes. 

Il semblerait que, dans cette famille, l'expression dcs réccptcurs 

LDL ne soit pas identique chez le père et la mère, et les deux filles. 

De plus, A. M. et son père souffrent d'une hypercholcs t~rol~mic  ct d'unc 

hypertriglycéridémie, alors que M. M. et sa mère nc présentent qu'unc 

élévation isolée de la cholestérolémie. 



Tableau XVI : Etude de la fixation à 4OC, de la fixation-internalisation et de 

la dégradation à 37OC des LDL par les fibroblastes des sujets de la famille M. 

Les fibroblastes sont incubés en présence de 1251-LDL à 10 pglml pendant 2 

heures à 4OC ou 4 heures à 37°C. 

Les  fibroblastes de  la mère ont été étudiés lors d'une expérimentation 

i n d é p e n d a n t e .  

Les  résultats sont donnés en pourcentage de l'activité de fibroblastes 

normaux testés simultanément. 

M. M. 

A. M. 

P è r e  

Mère  

Fixation 
4O C 

47 % 

61% 

49 % 

45 % 

Fixation 
I n t e r n a l i s a t i o n  

37°C 

5 7 % 

108% 

6 1 %  

3 9 % 

Dégradation 
37" 

78% 

111% 

68% 

73 % 
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Figure 6A : Etude de la fixation à 4OC. de la fixation-internalisation et de la 

dégradation A 37OC des LDL par les fibroblastes d'un sujet de la famille M. : M. 

Les fibroblastes sont incubés en  présence d'une gamme de concentrations 

croissantes de ~ ~ ~ I - L D L  pendant 2 heures à 4OC ou 4 heures à 37OC. 

m V.. sujet normal 

0 Z., sujet hétérozygote FH 

M. 



Fixation à 4OC 
- 

Dégradation à 37OC 

Figure 6B : Etude de la fixation à 4°C. de la fixation-internalisation et de  la 

dégradation à 37°C des LDL par les fibroblastes d'un sujet de la famille M. : A. 

Les fibroblastes sont incubés en présence d'une gamme de concentration 

croissantes de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  pendant 2 heures à 4°C ou 4 heures à 37°C. 

P.. sujet normal 

V., sujet normal 

o 2.. sujet hétérozygote FH 

v A. 



7 Fixation à 4°C T 

Figure 6C : Etude de la fixation à 4OC. de la fixation-intemalisation et de la 

dégradation à 37°C des LDL par les fibroblastes des sujets de la famille M. : la 

mère et le père. 

Les fibroblastes sont incubés en présence d'une gamme de concentration 

croissantes de ' ~ ~ I - L D L  pendant 2  heures à 4OC ou 4 heures à 37°C. 

P., sujet normal 

o Z., sujet hétérozygote FH 

Mère 

x Père 



Même si elle n'est, pour aucun des membres de la famille, aussi 

importantc que pour un FH hétérozygote, cette déficience en récepteurs 

LDL es t  vra isemblablement  un d e s  facteurs intcrvenant dans 

I ' h y p e r c h o l e s t é r o l é m i e .  

111.2.2. Etude des LDL 

a. Caractérisation chimique 

La composition chimique des LDL de la famille M. est reportée 

dans le tableau XVII. Les résultats sont donnés en pourcentage de  la 

masse totale des lipoprotéines et comparés à des LDL normales (deux 

lots) .  

La composition chimique des LDL de la famille M. ne présente aucune 

différence par rapport aux LDL normales témoins. Elle est conforme aux 

données de  l a  littérature. Nous pouvons donc conclure que  la 

composition chimique des LDL des sujets de la famille M. est normale. 

L'électrophorèse des LDL en gel dénaturant est présentée dans la 

figure 7. Les LDL des quatre sujets de la famille M. migrent de la même 

façon que les LDL témoins (2 dépôts). Elles ne présentent aucune 

fragmentation protéolytique, ne mettant de ce fait en évidence aucun 

phénomène d'oxydation (témoin d'oxydation par lc cuivre et  de 

dégradation par la phospholipase A2 et la lipoxygénase). 

b. Etude de l'interaction des LDL des sujets avec les réce~tcurs  

LDL cellulaires 

- étude sur cellules HeLa 

Les cellules HeLa, préincubées pendant 48 heures à 37°C dans un 

milieu DMEM contenant 10% v/v de LPDS, sont miscs cn préscnce de : 

- 10 pg 1 2 5 1 - ~ ~ ~ / m l  

- e t  d'une concentration croissante (O à 100 pglml) de  LDL 

non marquées de chacun des quatre sujets de la famille M. 

Après deux heures à 4OC, la radioactivité associée aux cellules est 

d é t e r m i n é e .  

Les courbes de compétition par les LDL de la famille M. sont comparées à 

la courbe de compétition réalisées par les LDL normales témoins traitées 

de la même façon. Cette expérimentation a été réaliscc quatrc fois sur 
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Figure 7 : Electrophorèse en gel dénaturant des LDL des sujets de la famille M. 

(gel d'acrylamide SDS 3,75-15%) 

1. M. 

2. A. 

3. Père 

4. Mère 

5. LDL normales 

6. LDL normales 

7. LDL oxydées par le cuivre 

8. LDL modifiées par voie enzymatique 

TM. témoins de masse 



trois lots différents de LDL et sur une durée de 18 mois. La figurc 8 

cxprime la moyenne des résultats en pourcentage de  la fixation totale 

des 1251-LDL en absence de LDL non marquées. 

Les LDL de M. M. et A. M. entrent significativement moins en 

compétition que les LDL normales. En moyenne, les LDL de leur mère et 

de leur père sont normales. Cependant, pour deux expérimentations sur 

quatre, les LDL de leur mère avaient moins de capacité à rentrer en 

compétition que les LDL normales mais les différences n'étaient pas 

s ignif ica t ivement  différentes.  

- étude sur fibroblastes 

Les résultats précédents sont tout à fait confirmés sur les 

fibroblastes normaux à 4OC, et aussi à 37OC où nous avons testé la 

fixation-internalisation et la dégradation de  1 2 5 ~ - ~ ~ ~  (à 10 pglml) en 

prCsence d'une concentration croissante de  LDL non marquées (Figures 

9 A  e t  9B) .  Sur fibroblastes normaux les deux enfants ont des LDL 

déficientes aussi bien à 4OC qu'à 37°C. A 4OC, les LDL de la mère semblent 

normales tandis que les LDL du père semblent légérement déficientes. 

Par contre à 37OC, les LDL des deux parents sont aussi déficientes. 

- étude sur cellules U937 

Le tableau XVIII présente les résultats obtenus par l 'équipe de 

Frostegard sur les LDL des sujets de la famille M. et les cellules U937. 

Il apparait que les LDL des deux enfants sont moins efficaces pour 

stimuler la croissance de ces cellules que les LDL normalcs. 

Par contre, les LDL de la mère semblent normales et  celles du père 

légèrement déficientes.  

- conc lus ion  

Les quatre sujets de cette famille ont des LDL qui présentent une 

déficience de  fixation aux récepteurs LDL cellulaires. Pour les deux 

enfants, cette déficience est importante. Pour les parents, cl le semble 

plus légère et n'apparait que dans quelques tests. 

Cette déficience ne s 'explique pas par des  modifications 

majeures  d e  l a  composi t ion ch imique  (composi t ion chimique 

comparable à celle des LDL normales), ni à une profonde altération de 

1'apoB (migration identique à celle des LDL normales,  en gel 

d é n a t u r a n t ) .  
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Figure 8 : Courbes de compétition à 4°C sur les cellules HeLa entre les 1 2 5 1 -  

LDL et les LDL des sujets de la famille M. 

Les cellules HeLa sont incubées pendant 2 heures à 4°C en présence de 1251-  

LDL à 10 pg/ml et une gamme de concentrations croissantes de LDL des sujets 

de la famille M. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de la fixation totale des 2 5 ~  - L  DL 

en absence de  LDL non marquées et comparés à la compétition par des LDL 

normales. Les courbes représentent la moyenne de 4 determinations en 

double et le test de Mann et Whitney a été utilisé pour comparer. pour chaque 

point, la compétition par les LDL normales et les LDL des patients (** p < 0.01 ; 

* p < 0,OS). 

i LDL normales 

M. 

O A. 

A M è r e  

P è r e  



O 10 2 O 3 O 40 5 O 
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Figure 9A : Courbes de  compétition sur des fibroblastes normaux entre les 

1251-LDL et  les LDL des sujets de la famille M. : étude de la fixation- 

i n t e r n a l i s a t i o n .  

Les fibroblastes sont incubés pendant 4 heures à 37OC en présence de  251 - 

LDL à 10 pg/ml et une gamme de concentrations croissantes de LDL des sujets 

de la famille M. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la fixation- 

internalisation totale des 1 2 5 1 - ~ ~ ~  sans LDL non marquées (2 déterminations 

en double) et  comparés à la compétition par des LDL normales. 

8 LDL normales 

0 M. 

O A. 

A M è r e  

P è r e  
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Figure 9 B  : Courbes de compétition à 37OC sur des fibroblastes normaux 

entre les 251-LDL et  les LDL des sujets de la famille M. : étude de la 

d é g r a d a t i o n .  

Les fibroblastes sont incubés pendant 4 heures à 37°C en présence de  l Z 5 1 -  

LDL a IO p a m l  et une gamme de concentrations croissantes de LDL des sujets 

de  la famille M. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la dégradation 

totale des 1251-LDL sans LDL non marquées (2 déterminations en double) et 

comparés à la compétition par des LDL normales. 
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M. 
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A M è r e  

o P è r e  



Tableau XVIII : Etude des LDL des sujets de la famille M. sur les cellules 

u937. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de la croissance cellulaire 

obtenue avec des LDL normales. 

M M  

A. M. 

Mère 

Pè re  

51% 

43% 

101% 

85% 



I l  nous a donc paru important de  tester l'accessibilité d e  

différents épitopes des LDL en utilisant des anticorps monoclonaux dont 

la spécificité vis-à-vis de certains épitopes de 1'apoB a été démontrée. 

c. Etude des épitovcs de 1'apoB des LDL 

Nous avons réalisé une compétition entre des 2 5 ~ - ~ ~ ~  normales 

à concentration fixe et des LDL des patients de la famille M. ou des LDL 

normales témoins à des  concentrations croissantes. Scpt anticorps 

monoclonaux, reconnaissant  différentes régions d e  l 'apoB, ont é té  

u t i l i sés .  

Les résultats de ces compétitions sont résumés dans le tablcau 

m. 
L'expression dcs épitopes reconnus par les différents anticorps 

monoclonaux est indiquée pour chaque sujet de la famillc M..  Si la 

valeur du dosage de  l 'épitope est supérieure à 100% (valcur de  

l 'expression d e  l 'épitope des  LDL témoins),  ccla s ignif ic  quc 

l'accessibilité de l'épitope cst moins grande que pour les LDL témoins, i l  

faut alors une concentration plus importante de LDL à tester pour 

réaliser la même compétition qu'avec lcs LDL normales. 

Par contre, si la  valeur mcsurée pour l'épitope est inféricurc à 100%, 

cela signifie que pour les LDL à tester, l'accessibilité de l'épitope est plus 

grande et donc qu'il faut moins de LDL à tester que de LDL témoins 

témoins pour réaliser la même compétition. 

Des analyses statistiques (test t de Student, variance à un factcur, test t 

de comparaison multiple) ont permis d'appécier la signification des 

différences entre les LDL des sujets et les LDL normales (signification vs 

LDL normales) et entre les LDL de M. M., A. M. et leur mère et celles du 

père (signification vs  LDL père). 

L'affinité des  épitopes des LDL des sujets vis-à-vis de  chaque 

anticorps monoclonal est comparée avec celle des  épitopes des LDL 

normales. Aucune différence significative de  l'affinité n'est observée. 

- anticorps monoclonul BI 

L'épitope B1 (épitope de séquence) est moins accessible sur les 4 

LDL testées que sur LDL normales. 



Tableau XIX : Etude des épitopes de I'apoB des LDL des sujets de la famille M. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de l'expression des épitopes des 

LDL normales traitées en même temps. 

L'affinité apparente est la pente de  la droite obtenue après régression de la 

courbe de dosage des épitopes. Elle est exprimée en unités arbitraires. 

*** p < 0,001 ; ** p < 0.01 ; * p < 0.05. 

P 

A n t i c o r p s  
n o n o c l o n a l  

B  1  

8 4  

D A 7  

B A 1 1  

B L 3  

B L 5  

B L 7  

Sujet de la 
famille M. 

M. 
A. 

m è r e  
p è r e  

M. 
A. 

m è r e  
p è r e  

M. 
A. 

m è r e  
p è r e  

M. 
A. 

m è r e  
p è r e  

M. 
A. 

m è r e  
p è r e  

M. 
A. 

m è r e  
p è r e  

M. 
A. 

m è r e  
p è r e  

Express ion 
de l'épitope 

171.6 f 11.5 
152.1 I 19,8 
113.7 f 1,8 
114.8f  3,7 

130,4 f 0,3 
142.9 f 1,7 
132.42 0,8 
107.5f 1,9 

1 16.9 f 9,2 
99,7 f 6.7 
121.1 f 6.3 
1 1 2 , 4 f 0 , 7  

123.3 f 1.8 
113,9 f 0.7 
8 9 , 6 f  11.2 
9 8 . 8 f  13,6 

136.4 f 6.5 
137.9 f 3.2 

146.9 f 18,9 
115.1 f 9.1 

83,5 f 0.8 
91.1 f 1,O 
1 0 8 , 0 f 6 , 8  

129 ,6 f  14,s 

155.0 f 5,7 
150.2 f 4,1 

104 ,6 f  16.9 
101.1 f 1.6 

vs LDL 
n o r m a l e s  

+ * 
* 
t * 
I 

* * +  
L * *  

* * *  
* 

Sign i f i ca t ion  

vs LDL 
p è r e  

* i 
* c 

NS 

* a +  

+ * *  
L * C  

-- 

Affinité apparenre 

NS 
NS 
* 

* I 

* t 
* * * 
NS 
NS 

+ c 

* * 
* 

NS 

* * *  
* * 
NS 
NS 

* * 
+ + 
NS 
NS 

LDL 
n o r m a l e s  

-2.2 

-3.57 
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-2.35 
-2.35 
- 2 . 1  
- 2 . 1  

- 3 , 3  
-3.5 
- 3 , 6  
- 3 . 7  

NS 
NS 
NS 

* 
NS 
NS 

NS 
NS 
NS 

* + 
* ~r 

* c 
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* * +  
NS 

-2.47 

-1.3 

-2.15 

- 1,9 

-2.15 

-2.2 
-2,3 
-2 .1  

-2.25 

- 1.25 
-1.4 
- 1.3 
-1.3 

-2,75 
-2.6 
-2 .1  
-2.1 

-2,I  
- 1,85 
-2.1 
-2 , l  

-2.2 
- 1,65 
-2.1 
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Cependant le défaut est plus accentué pour M. M. ct A. M., car 

l'expression de l'épitope cst significativement plus élevéc chez les deux 

enfants que chez les parents. 

- anticorps monoclonal B4 

L'épitope reconnu par l'anticorps B4 (épitope de séquence) est 

moins accessible pour les LDL de la mère et ses deux filles. Les LDL du 

père ont  un comportement normal. 

- anticorps monoclonal DA7 

L'ép i tope  reconnu p a r  l ' ant icorps  DA7 dépend d e  la 

conformation des  LDL et l'anticorps DA7 reconnait deux protéines de 

fusion différentes proches l'une de l'autre sur la séquence de  1'apoB 

dans la partie amino-terminale de la région de fixation au récepteur 

LDL. 

L'épitope des LDL du père est moins acccssible. Nous observons des 

différences légèrement plus importantes chez M. M.  ct chez sa mère 

mais l 'écart type  étant important ,  ccs différences nc sont pas 

s i g n i f i c a t i v e s .  

Les LDL des quatre sujets ne semblent pas différentes des LDL normales. 

- anticorps monoclonal BAI l 

L'épitope reconnu par l'anticorps monoclonal BA11 est situé 

dans  l a  zone de fixation au récepteur LDL. Cet épi tope cst 

significativement moins accessible pour les LDL dcs deux enfants que 

pour les LDL normales. La différence devient moins significative quand 

elles sont comparées aux LDL du père. 

- anticorps monoclonal BL3 

L'anticorps monoclonal BL3 reconnait un épitope dc s6quence. 

La mère et  le père ont des LDL qui apparaissent normales. Les 

LDL des deux enfants sont moins accessiblcs à l'anticorps. Cependaiil 

elles n'ont pas un comportement significativement différent de  cellcs 

du père et de la mère. 



- anticorps monoclonal BL5 

L'épitope reconnu par l'anticorps monoclonal BL5 cst un épitope 

conformationnel ,  n e  reconnaissant aucunc des protéines de  fusion 

décrites jusqu'à présent. 

L'accessibilité de cet épitope est plus importante pour les LDL de 

M. M. et A. M. Par contre, leurs parents ont des LDL qui se comportent 

comme les LDL normales. 

- anticorps monoclonal BL7 

Cet anticorps reconnait un épitope de séquence situé dans la 

région de l'acide aminé 2331. 

L'épitope d e  1'apoB des LDL de  M. M. et A.  M. est 

significativement moins bien reconnu que celui de  1'apoB des LDL 

normales et des LDL des parents. 

Nous observons donc que l'expression dcs kpitopes reconnus par 

les anticorps monoclonaux étudiés est différente selon Ics LDL. Lcs 

différences les plus marquées sont observées avec les anticorps B I ,  B4, 

BL5 et BL7. 

Les LDL du père se comportent comme des LDL normales vis-à-vis de ces 

anticorps, alors que chez la mère et ses deux cnfants, l'accessibilité dcs 

épitopes BI ,  B4 et BL7 est diminuée (sauf pour les LDL dc la mère avec le 

BL7). L'accessibilité est plus importante pour l'épitope BL5 des LDL de M. 

M. et A. M. 

L'immunoréactivité des LDL de M. M. et  A. M.  vis-à-vis de 

l'anticorps BAI1 (épitope situé dans la zone de fixation au récepteur 

LDL) est différente de celle des LDL normales de réfkrence. Ccs résultats 

confirment ceux obtenus sur les cellules où nous avons obscrvé une 

déficience marquée de fixation des LDL des deux enfants sur le 

récepteur LDL. 

Les anticorps B I ,  B4 et BL7 couvrent toute la moitié N H 2 -  

terminale de 1'apoB. Il n'y a donc pas vraimcnt de zone bien définic dc 

modification de  1'apoB des LDL des enfants et de  leur mère. La 

conformation semble  être altérée (anticorps monoclonal BL5).  I I  

apparait donc que pour les LDL des deux enfants et dc lcur mbre, i l  existe 

un problème de conformation générale de  I'apoB (pcut-Stre plutôt dans 

la moitié amino-terminale). 



La littérature rapporte de  nombreuses études montrant que 

l'accessibilité de  I'apoB dans '  les lipoprotéines est lipido-dépendante 

(Milne et al., 1987 ; Kleinman et al., 1988). Plus précisément, Fievet ct al. 

(1988) ont montré, chez des sujets diabétiques, que l'accessibilité des 

é p i t o p e s  r e c o n n u s  p a r  l ' an t i co rps  monoc lona l  B L 5  (épi tope 

c o n f o r m a t i o n n e l )  e s t  c o r r é l é e  aux  v a r i a t i o n s  d u  rappor t  

phospholipides/cholestérol (lipides d e  surface des  lipoprotéines). La 

composition chimique déterminée dans le paragraphe 111.2.2.a. ne nous 

permet pas de  distinguer des variations de lipides entre les LDL des deux 

enfants et les LDL témoins. Bien que l'altération des LDL ne  semble pas 

venir  d'un environnment lipidique modifié globalement, nous nous 

proposons, dans un proche avenir, d'étudier les différentes classes de 

phospholipides des LDL des sujets de cette famille par rapport à des LDL 

témoins, des études ayant montrd que des compositions différentes en 

phopholipides pouvaient conduire à des modifications de  fluidité des 

l ipopro té ines .  

Cc qui nous semble le plus probable est qu'il existe une 

altération de la conformation de 1'apoB dans son ensemble et quc cela ne 

doit pas être dû à une simple modification de la répartition qualitative et 

quantitative des lipides. Il est possible par exemple qu'une mutation sur 

un acide aminé modifie toute la forme de  la protéine surtout si cet acide 

aminé est impliqué dans des  structures secondaires importantes (pont 

disulfure, hélice alpha...). 

d. Recherche de la mutation 3500 

Après amplification de  la région entourant la paire de  base 

10699, le DNA est transféré sur une membrane de  nitrocellulose. La 

mutation 3500 est détectée grâce à l'hybridation avec un oligonucléotide 

spécifique de l 'allèle mutant .  L'oligonucléotide étant marqué au 

P h o s p h o r e  3 2 P. la  révélation d e  l 'hybridation est réalisée par 

autoradiographie (Figure 10). L'allèle normal s'hybride avec un autre 

oligonucléotide spécifique. 

L'oligonucléotide spécifique de  l 'allèle mutant caractéristique de  la 

mutation 3500 ne s'hybride au DNA d'aucun des trois sujets de  la famille 

M. étudiés. 

M. M., A. M. et leur père ne présentent donc pas la mutalion 3500. 
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Figure 10 : Autoradiographie du DNA des sujets de la famille M., amplifit et 

transféré sur nitrocellulose, puis hybridé avec des oligonucléotides marqués 

au P32 spécifiques de l'allèle normal (G) et de l'allèle mutant (A). 



c. Discuss ion 

Weisgraber et  al. (1988) ont  montré que chcz les  sujets 

prcsentant la mutation 3500 de l'apoB, les LDL sont micux reconnues par 

l'anticorps monoclonal MB47 que les LDL normales. Cet anticorps 

reconnait un épi tope de 1'apoB situé dans la zone de  fixation au 

récepteur LDL. L e  dosage de l'épitope dans les LDL dont 1'apoB est 

mutante est de l'ordre de 60% (100% étant assigné aux LDL norrnalcs) 

(Chapitre 1, page 57,  Figure 16). 

Il est intéressant de noter que dans la famille M. que nous 

étudions, c'est l 'effet inverse qui est observé pour l'anticorps BAI1 dont 

la zone de reconnaissance est proche mais non identique à celle du 

MB47. En effet, les LDL de nos malades ont l'épitope BAI 1 moins 

accessible que les LDL normales. 

D'autre part, l'ensemble de la LDL semblc Ctrc modifié (variation 

de  l 'expression des  épitopes dc  di f férents  ant icorps  couvrant  

pratiquement toute la protéine). 

Toutes les différences d'accessibilité sont plus marquées chcz les deux 

enfants, confirmant,  par une approche tout à fait différente, les 

résultats obtenus vis-à-vis du récepteur ccllulaire. 

111.3. Conclusion 

Dans la famille M., nous observons une déficience du récepteur LDL 

qui ne semble pas aussi importante que dans le cas d'hétérozygote FH. 

La déficience des  LDL semble aussi être un facteur intervenant dans 

l'hypercholestérolémie. En  effet, différentes approches montrent que les 

LDL de ces sujets sont  moins bien reconnues par les récepteurs LDL 

cellulaires (cellules HeLa et fibroblastes). Les LDL des enfants présentent 

une capacité diminuée de  moitié par rapport à des LDL norrnalcs pour 

promouvoir la croissance de  cellules U937. De plus, l'accessibilité dc  certains 

épitopes de 1'apoB est différente de  celle dcs LDL normales. 

Il est donc actuellement indispensable, pour préciser la nature des 

modifications observées, d'entreprendre dans cette famille une étude des 

g6ncs de 1'apoB et du récepteur LDL. 

Des résultats préliminaires obtenus grâce à une collaboration avcc le Dr. 

Humphries nous ont permis d'éliminer l'éventualité de la mutation 3500 pour 

M. M., A. M. et leur père. 



IV. SC'.JETS SELECTIONXES POUR I jX  DEFIC'IrT E S  i\POfl 

C iic o l I t r ; ~ i o ~  ;ivcc lz D r .  fluriiplirics riolis a ;iiiicrifs :I iiiicticr 

1' ; iciiviié tic.; r ï c c p r c u r s  LDL de  lyriip1iobI;isics provcn;ini iic la 

tr:i~isl'orination de l y r n p h o ~ . r c s  de paiicnis tioiii I ' i i l~oB prfsciiic la rnui;iiiori 

3 5 0 0 .  L'ctudc de I L L  mutation 3 5 0 0  chcz 1 0  dc ces paiicnis ii I';iil I'ohjci d'ciric 

piil>l ication (Ty bjacrg-Hansen c l  a l . ,  1990). 

Le but de c c  travail érait d'érudicr I'étar Sonctionncl du réccptcur L D L  

clic/. c c s  paricnrs afin de v6rificr que I 'hypcrcholcstérolémic obscrvéc Clair 

bien lice à la niodificarion du ligand. 

En ef'fct, l e s  hypercholcstcrolEmics décri tcs  par lnncrari ty e t  al.  

(1987) e t  résultant d 'unc m u i a ~ i o n  au niveau de l'acide amin6 3500 dc  1'apoB 

scniblaicnt êrrc modérées et donc dif'S6rcntcs cn gravit6 par rapport à ccl lc  

cngcndrécs par un déficit  en réccptcur LDL.  Par conrre c h c ~  Ics paticrils 

décrits par  Tybjaerg-Hansen ct al. (1990), la cholesrérolémic Etait plus élevée 

quc  cclle rapportée par Innerarity er al.. 

On pouvait a lors  s ' inrerroger  sur  I 'évcnruclle préscncc s imulranée 

d'lin déficir cn récepteur cr d'uric déficicncc du ligand, 3 des paricnts entrant 

dans notre Erude ayant un bilan biochimique et clinique idcntiquc à cclui de 

patients h é t é r o ~ y g o t e s  FH. 

IV.1 .  Matériels et méthodes 

I V . l . l .  Les sujets 

La mutation 3500 d e  I'apoB a été rechcrchéc dans dcux groupes 

de patients du Royaun~e  Uni, du Danemark ci de Suhdc : 

- 3 7 4  S U J C ~ S  p r é s c n t a n r  d i v e r s  p h C n o r y p c s  

d 'hypercholcstérolémic (Samilialc ou non) ,  

- 371 su je t s  souf f ran t  d'athérosclérose priniairc  (maladie  

coronarienne ou  des  arti-res périph6riqucs).  
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IV.1.2. La mutation 3500 de I'apoR 

Une région de 345 paires de  bases, cntourant la mutation de  

I'apoB à la position 10699, est amplifiée par PCR. Après transfert sur 

nitroccllulose, d e s  oligonucléotides spécifiques sont ut i l isés pour 

détecter la présence de l'allèle mutant. 

IV.1.3. L'activité des récepteurs LDL 

L'activité des récepteurs LDL a été étudiée sur les cellules dc 5 

sujets présentant la mutation 3500. Les lyn~phocytes sont isolés du sang 

recueilli sur ci trate (Boyüm, 1968) puis transformés par le virus 

Epstein-Barr (Neitzel, 1986). 

Les lymphoblastes sont cultivés en milicu RPMI contcnant 10% 

V/V de  SVF. 

24 heures avant le  test, les cellules sont lavées en RPMI puis remises en 

suspension en milieu RPMI contenant 1% p/v de SAB. 

L ' a c t i v i t é  d e s  r é c e p t e u r s  L D L  c s t  Cva luée  p a r  

immunocytofluorimétrie indirecte à 4OC utilisant le système "LDL + anti- 

LDL + FITC Ig" (cf chapitre II III. ; Benhamamouch et al., 1988) ct 

comparée à des cellules normales et hétérozygotes FH (cf chapitre II 

IV.). 

IV.2. Résultats 

IV.2.1. Les b i lans  l ipidiques 

Le tableau XX résume les bilans lipidiques (cn g/l) des patients 

dont 1'apoB est mutante et dont nous avons étudié l'activité du réccptcur 

LDL. 

IV.2.2. La mutation 3500 

Parmi les 745 sujcts étudiés, dix ont été identifiés hétérozygotes 

pour la mutation 3500 de 1'apoB. 
b 



Tableau X X  : Bilan lipidique des patients hétérozygotes pour la mutation 

3500 de l'apoB. 

Chol. : cholestérol 

TG : triglycérides 

patient 

A. C. 

R. D. 

K. F. 

E. S. 

R. S. 

lipides g/l - 

s e x e  

F 

F 

F 

F 

M 

chol. T 

3,28 

3 ,O9 

3.9 

4,32 

2.74 

3.47 f 0.57 

3,67 1: 0.08 

1,93 f 0.04 

â g e  

4 O 

43 

45 

5 4 

6 3 

patients mutation 3500 

hétérozygotes FH n=88 

normaux n=76 

49 f 8.4 

>=20 

-20 

LDL-ch01 

2.24 

2.39 

3.47 

3.39 

2.14 

2.73 f 0.58 

2.97 f 0.08 

1.23 f 0,03 

HDL-ch01 

0.6 

0.63 

0.27 

0.75 

0.33 

0,52 + 0,18 

0,42 f 0,01 

0.54 f 0.02 

?CI 

0.69 

0,39 

O ,  8 3 

0.79 

1.35 

0.81 f 0.3 1 

1.48 2 0,08 

0,78 + 0.03 



Parmi ces dix patients, six avaient été classés hétérozygotes FH (3%) ct 

trois souffraient d'hyperlipidémie non FH (3%). Un seul des patients 

souffrant de maladie vasculaire (sur 371) a la mutation 3500 de 1'apoB. 

IV.2.3. L'activité des récepteurs LDL (Tableau X X I )  

Sur  cinq patients dont  nous  avons étudié l 'act ivi té des  

récepteurs LDL : 

- un a une activité déficiente des récepteurs LDL, dans les 

mêmes proportions que la souche hétérozygote FH (R. D.), 

- deux ont une activité normale des récepteurs LDL, dans les 

mêmes proportions que la souche normale (A. C. et K. F.), 

- deux ont  une activité des  récepteurs LDL diminuée par 

rapport à la souche normale, mais pas aussi déficiente que la 

souche hétérozygote FH (E. S. et R. S.). 

IV.3. Discussion 

Dans l'étude publiée par Tybjaerg-Hansen et al. (1990), tous lcs patients 

présentant la mutation 3500 de 1'apoB au Royaume Uni et au Danemark ont été 

ident i f iés  parmi l e s  suje ts  c lassés  hétérozygotes  FH ou souffrant  

d'hyperlipidémie non FH. 

La mutation n'a pas été détectée chez des patients britanniques 

souffrant d'un autre type d'hyperlipidémie athérogène. La mutation est donc 

rare chez les patients atteints d'athérosclérose primaire. 

Malgré l e  peti t  échantillon de  patients examinés, une première 

estimation de  la fréquence de cette mutation peut être faite. Elle serait de  

11600, donc très proche de  la fréquence de  I'hypercholestérolEmie familiale 

de  type hétérozygote. 

Les travaux de Innerarity et al. (1987) avaient suggéré que, dans le cas 

de  la mutation 3500, I'hypercholestérolémie observée était modérée par 

rapport à celle observée dans le cas de  l'hypercholestérolémie familiale de 

type hétérozygote. 

Les résultats présentés par Tybjaerg-Hansen et al. (1990) et  confirmes 

par ceux de  Schuster et  al. (1990) montrent cependant que les dosages dcs 



Tableau XXI : Caractéristiques cliniques et activité du récepteur LDL cticz 

les patients hétérozygotes pour la muiation 3500 de I'apoB. 

A C V  : antécédents Familiaux de maladie cardiovasculaire 

HC : hypercholestérolémie non FH 

Poni. cor. : pontage coronarien 

â g e  

40 

43 

45 

54 

63 

pat ien t  

A.C. 

R . D .  

K . F .  

E. S. 

R. S. 

caractéristiques cliniques 

sexe 

F 

F 

F 

F 

M 

Mutaiion 
apoB 3500 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Activité du 
ricepteur LDL 

N o r ri1 a l e 

Déficicntc 

Norniale 

Intermédiaire 

Inierniédiaire  

Maladie 
cardiovasculaire  

a n g i n e  

Infarctus 57 ans 
Pont. cor. 59 ans 

Arc  
c o r n é e n  

+ 

Xanthomes 
tand ineux  

+ 

+ 

1! 

Xanthe-  
lasmas 

+ 

+ 

ACV 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Diagnostic 
c l i n i q u e  

1K: 

F 14 

FH 

FH 

HC 

Tra i tement  

'7 

Ques t ran 
(cliol. 2,16 g/l) 

Questran 
+ Bézafibrate 

(chol. 3,24 g/l) 

Questran 
(chol. 3,05 g/l) 

? 



lipides plasmatiques chez ces patients sont tout à fait comparables à ceux 

d'hétérozygotes FH. 

Parmi les cinq patients que nous avons étudiés dans notre laboratoire, 

un présente une déficience de l'activité des récepteurs LDL sur lymphocytes 

transformés. Ce patient avait été classé cliniquement hétérozygote FH. Les 

quatre autres ont une activité normale ou légèrement déficiente. 

IV.4. Conclusion 

La mutation 3500 de  1'apoB a été détectée chez dix patients 

originellement diagnostiqués sur le plan clinique et  biologique comme 

hétçrozygotes FH ou hyperlipidémiques non FH. 

Les patients sont hétérozygotes pour la mutation 3500 et ressemblent 

aux hétérozygotes FH au niveau : 

- du bilan lipidique, 

- de la fréquence des maladies cardiovasculaires, 

- de la fréquence des xanthomes et des arcs cornéens, 

- d e  l a  présence d 'antécédents familiaux de maladies 

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

Les auteurs en concluent donc que la mutation 3500 apparait comme un 

désordre sérieux, conduisant à des maladies cardiovasculaires précoces. 

Nous avons étudié cinq de  ces dix patients et avons diagnostiqué un 

sujet (R. D.) dont l'activité des récepteurs LDL était déficiente. La présence de 

la mutation 3500 de I'apoB peut donc coexister avec un d é f a u ~  au niveau du 

récepteur LDL. Ce patient, souffrant des deux défauts, ne peut se distinguer 

des  autres par son bilan lipidique ou ses  caractéristiques cl iniques.  

Inversement, l'un d'entre eux (K.  F.), classé cliniquement hétérozygote FH, 

ne semble pas présenter d e  défaut du récepteur LDL. 

Nous confirmons donc que la mutation 3500 de I'apoB peut conduire à 

un tableau biologique et  clinique identique à celui des sujets hétérozygotes 

pour un déficit en récepteurs LDL (cas du sujet K. F.). 

Nous montrons que  chez un sujet hétérozygote FH (sujet R.  D.), la 

présence de la mutation 3500 de i'apoB "n'aggrave" pas le bilan biologique cl 

c l i n i q u e .  



Cependant le bilan décrit pour ces patients est limité (cholestérol total, 

LDL-cholestérol, triglycérides). Il serait donc intéressant d'établir, pour les 

palicnt hétérozygotes pour l a  "mutation 3500" ,  u n  bilan l ipidique,  

lipoprotéinique et apolipoprotéinique complet. 



V. LA FAMILLE Y. 

Nous avons utilisé trois approches différentes pour évaluer l'activité 

des récepteurs LDL de  deux lignées lymphoblastiques. Ces cellules sont 

obtenues par transformation par le virus Epstein-Barr des lymphocytes de 

deux patients hypercholestérolémiques. Ce sont deux frères (Ma. Y. et Mi. Y.), 

issus d'une famille hypercholestérolémique. 

Nos travaux, sur leurs cellules, confirment tout à fait l'étude génélique 

réalisée par l'équipe du Dr. Humphries sur le gène du récepteur LDL de ces 

p a t i e n t s .  

V.1. Matériels et méthodes 

V.1.1. Les sujets 

Ma. Y. et Mi. Y. sont issus d'une famille hypercholestérolémique 

(Figure 11). 

L'étude de RFLP (NcoI) a montré que Mi. Y. a hérité de sa mère 

l'allèle défectueux du gène du récepteur LDL, alors que Ma. Y., lui aussi 

hypercholcstérolémique, a hérité de  l'autre allèle. 

Des travaux très récents (King-Underwood et al., soumis pour 

publication) ont permis l'identification d'une mutation de  la proline en 

leucine à la position 664 du récepteur LDL de Mi. Y.. Son frère, Ma. Y., 

n'est pas atteint par ce  défaut du récepteur LDL. 

Aucun des deux sujets ne souffre de la mutation 3500 de  1'apoB 

(Tableau XXII). 

V.1.2. Les cellules 

Les lymphocytes sont isolés du sang par la méthode de Boyüm 

(Fiche technique nOIO). 

La transformation par le virus Epstein-Barr est réalisce selon 

Neitzel (1986). 

Lcs lymphoblastes sont cultivés en milieu RPMI contenanl 10% 

V/V de SVF. 



cb Mar. Y 

Figure 11 : La Famille Y. 

N1 et N2 sont les allèles du gène du LDL récepteur. L'allèle défectueux est sur 

le chromosome défini par l'allèle N2 du RFLP NcoI. 

La cholestérolémie à jeun (en g/l) est donnée pour chaque membre de la 

famille. 



Tableau XXII : Bilan lipidique, signes cliniques. gènes de I'apoB et du 

récepteur LDL de Ma. Y. et Mi. Y. 

Chol. : cholestérol 

TG : triglycérides 

Suje t  

Ma. Y .  

Mi. Y. 

Age  

32  

3 4  

Lipides gll 
S i g n e s  

c l i n i q u e s  

Angine de 
p o i t r i n e  

Chol. total 

3,52 

3.13 

Muta t ion  
apoB 3500 

LDL chol. 

2.7 

2.32 

HDL chol. 

OS8 

0,62 

Mutation sur 
le récepteur 

LDL 

Pro 664 -> Leu 
hé té rozygote  

TG 

1,22 

0.87 



24 heures avant l'étude de l'activité des récepteurs LDL, Ics 

ccllules sont lavées une fois en RPMI puis remises en suspension cn 

milieu RPMI contenant 10% p/v de SAB, à raison de 1,25 106 ccllulcs/ml. 

Dans le même temps, une plaque de 96 cupules dans lesqucllcs se feront 

les incubations est  saturée avec du milieu RPMIISAB. 

V.1.3 .  Les l ipoproté ines  

Les LDL sont isolées à partir du plasma de sujets normolipidiques 

entre les densités 1,030 et  1,053 par ultracentrifugation séquentielle 

(Fiche technique n O l  ; Havel et al., 1955). 

Les LDL sont marquées au Di1 (Fiche tcchnique n06 ; Pitas et al., 

1981). 

Pour les études en radioligand, Ics LDL sont marquécs à l'Iode 

251 (Fiche technique n05). 

V.1.4. Les méthodes de dosage du récepteur LDL 

Trois approches  différentes d 'évaluation de  l 'act ivi té du 

récepteur LDL sont utilisées. 

Ces méthodes sont décrites dans le chapitre II IV.  

V.2. Résultats 

V.2 .1 .  Etude d e  I'activité des récepteurs LDL à 4°C par 

r a d i o l i g a n d  

Nous avons montré, dans le chapitre I I ,  que l'étudc des paticnts 

n'était possible q u e  si les cellules étaient comparées, au cours d'une 

même expérimentation, avec des cellules normales. 

L'activité à 4OC des  récepteurs LDL de Ma. Y. et Mi. Y. a donc étC 

comparée à ce l l e  d'une souche normale (M. F.)  et d 'une souche 

hétérozygote FH (Iceland 4A). 



Tableau XXIII : Valeurs de la constante de dissociation (Kd) et du nombre de 

sites (N) récepteurs aux LDL sur les lignées lymphoblastiques. 

S o u c h e  

M. F. 

Iceland 4A 

Ma. Y. 

Mi. Y. 

Les cellules sont incubées pendant 2 heures à 4OC en présence d'une gamme 

de concentrations croissantes de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ .  

La représentation de Scatchard permet de calculer le Kd et N. 

M. F., souche normale 

Iceland 4A, souche hétérozygote FH 

Kd 
( n m )  

24.9 

14.7 

22.4 

7,4 

N 

30 1 O0 

17500 

27400 

14200 



L c  tableau XXIII expr ime l e s  résultats  obtenus  après 

représentation de  Scatchard. 

La constante de dissociation (Kd) est assez différente d'unc souche à une 

autre, surtout pour Mi. Y. où les récepteurs semblent avoir plus 

d'affinité pour les LDL. 

Les cellules de Ma. Y. ont un nombre de sites réceptcurs comparable à 

celui des ccllules M. F. (souche normale). Par contre, les cellules de Mi. 

Y.  ont Lin nombre de sitcs diminué de moitié, similaire à celui dc la 

souche hétkrozygote FH (Iccland 4A). 

V.2.2.  Immunocytofluorimétrie indirecte  à 4°C 

Le tableau XXIV rapporte les résultats obtcnus aprCs dcux 

incubations successives à 4°C avec des LDL et un anticorps anti-LDL puis 

révélation du complexe par un anticorps marqué à la fluorescéine 

(FITC-Ig). 

20% des cellules, après incubation avec le FITC-Ig ont une 

fluorescence supérieure au seuil d'intensité détcrminé pour l'appareil. 

Après immunocytofluorimétrie indirecte à 4"C, toutes les 

cellules sont fluorescentes. Cependant l'intensité de fluorescence est 

différente selon la souche étudiée. En effèt, pour Ma. Y. ,  le pic du 

maximum de cellules fluorescentes est décalé vers la d r o i ~ c  donc vers les 

plus fortes intensités de fluorescence (Figure 12). Par rapport à Mi. Y., i l  

y a donc plus de sites récepteurs des LDL à la surface de ces cellules. 

Ma. Y. donne des résultats comparables à ceux dc M. F. ct EBV 82, 

qui sont les deux souches normales de  référence. Mi. Y. donne des 

résultats identiques à la souche héterozygote FH (Iceland 4A). 

V.2.3.  Fluorescence directe  

L'autofluorcscence (cellules incubées dans  un milicu sans 

lipoprotéines fluorescentes) est comparable pour les deux lignees Ma. Y.  

et Mi. Y.. Le pic du maximum de cellules fluorcsccntes cst à environ 70 

sur I'échclle logarithmique de l'intensité de  fluorescence. 



Tableau XXIV : Intensité de  fluorescence des lignées lymphoblastiques 

après immunocytofluorimétrie indirecte à 4°C (position du pic du maximum 

de cellules fluorescentes). 

S o u c h e  

EBV 82 

M. F. 

lceland 4A 

Ma. Y. 

Mi. Y. 

Les cellules sont incubées successive men^ avec des LDL. un anticorps anti- 

LDL puis le FITC-Ig. 

Position du pic 

165 

163 

136  

152 

119  



intensité de fiuorescence 

Figure 12 : Distribution de la fluorescence des lignées lymphoblastiques 

après immunocytofluorimérie indirecte à 4°C. 

En abscisse : intensité de fluorescence. échelle logarithmique, unités 

arbitraires.  

En ordonnée : nombre de cellules. 



Quand les ccllules sont incubées en présence de DiI-LDL, clles 

fixent et internalisent les lipoprotéines (Figure 13). Le métabolisme dcs 

LDL est différent entre les deux souches étudiées. En effet, Ics cellulcs de 

Ma. Y. sont plus fluorescentes que les cellules de Mi. Y.. Elles ont donc 

fixé et intemalisé plus de LDL (nous considérons que le marquagc par le 

Di1 est homogène pour toutes les lipoprotéines). 

Quand les cellulcs sont incubées avec le DiI-LDL et un excès de 

LDL non marquées, leur fluorescence revient à une valeur très proche 

de leur autofluorescence (environ 90 sur l'échclle logarithmique). 

Les résultats de Mi. Y. (Tableau XXV), bien que plus faibles que 

ceux de  Ma. Y., restent cependant un peu supérieurs à ceux obtenus avec 

la souche hétérozygote FH. 

V.3. Conclusion 

Il apparait donc que l'étude sur les cellulcs est tout à fait en accord 

avec l'étude génétique réalisée auprès de ces patients. 

Mi. Y. présente une substitution d'une prolinc par une lcucine cn 

position 664 du récepteur LDL. Cette mutation dans le deuxiitme domaine du 

réccpteur LDL (domaine d'homologie avec le précurseur de I'EGF) semble 

donc altérer fortement la fonction normale de cette protéine. En eîfct, trois 

techniques différentes ont permis de montrer que,  pour ce t tc  lignée 

cellulaire, l 'expression du récepteur LDL était fortement diminuée par 

rapport à des cellules normales, et qu'elle était comparable à celle obscrvée 

pour une lignée hétérozygote FH confirmée (délétions des cxons 9 et 10 du 

gène du récepteur LDL). 

Ma. Y. ne présente aucune mutation sur le réccptcur LDL. Son activité 

réccpteur LDL est comparable à celle de cellules normales dc rifércnce. Son 

apoB ne  présente pas la mutation 3500 conduisant à unc é1Cvation de la 

cholestérolémie (Weisgraber et al., 1988). Cependant ce sujet souffre d'unc 

hypercholestérolémie isolée à 3,52 g/l sans élévation des triglyciridcs. 

L'hypercholestérolémie observée chez ce sujet ne scmblc donc pas liCc 

dircctcment ii un défaut du réccptcur LDL ou du ligand apoB. 

Cette étude confirmc qu'il est possible, par dcs techniques sur cellulcs, 

de diagnostiqucr un défaut au niveau du récepteur LDL. L' i tudc gknétiquc 



220 intensité de nuorescence 

Figure 13 : Distribution de la fluorescence des lignées lymphoblastiques 

après incubation pendant 5 heures à 37°C en présence de DiI-LDL. 

En abscisse : intensité de fluorescence, échelle logarithmique, unités 

arbitraires.  

En ordonnée : nombre de cellules. 



Tableau X X V  : Intensité de  fluorescence des lignées lymphoblastiques après 

incubation pendant 5 heures à 37OC avec des LDL fluorescentes (DiI-LDL). 

Iceland 4A 

Ma. Y. 

Mi. Y. 

Un témoin d'autofluorescence est réalisé par incubation des cellules sans Dil- 

LDL. 

La fixation-internalisation non spécifique est évaluée par incubation des 

cellules avec les DiI-LDL et un excès de LDL non marquées. 

Position du pic 

Auto 
f l u o r e s c e n c e  

7 8 

6 9 

7 2 

DiI-LDL 

188 

2 65 

220 

DiI-LDL + LDL 

8 5 

9 9 

8 9 



pcrmct de  di f in i r  c e  défaut en terme de  modification dc la séqucncc 

nucléotidique conduisant à une proteine altérée. 

Cette étude montre aussi qu'il existe des hypercholcstérolémies non 

liics au récepteur LDL ou à la mutation 3500 de ltapoB. 

Dans un premier temps i l  faudra donc rechercher une éventuelle 

autre mutation que la mutation 3500 sur I'apoB. 

Dans un deuxième temps, une étude approfondie du métabolisme 

l ipidique de  ces  ce l lu les  pourrait révéler ,  dans certaines condit ions 

physiologiques, des désordres au niveau de la régulation de  ce rnétabolisrnc. 

L'hypercholestC.rolémie pourrait alors être due à un défaut d'expression du 

récepteur LDL in vivo par dysfonctionnemenl du système complexc dc  

r é g u l a t i o n .  



CONCLUSION 



Choix d'un modèle cellulaire pour l'étude de  l'expression d u  
récepteur LDL 

La première part ie de  notre travail a consisté à appliquer les 

techniques d'étude de  l'expression des  récepteurs LDL cellulaires déjà 

décrites, à standardiser nos méthodes d'investigation, et à proposer de  

nouveaux protocoles d'étude. 

Nous avons montré  que  deux souches cellulaires ( lymphocytes,  

lyniphoblastes ou fibroblastes) de  deux individus différents ne peuvent Qtre 

comparées, sur le plan de  l'activité de leurs récepteurs LDL, que lorsqu'clles 

sont étudiées simultanément dans une même expérimentation, avec une 

mtmc densité cellulaire de  départ. 

Nous avons très largement utilisé, sur les fibroblastes en culture 

obtenus à partir d 'une  biopsie de  peau, une technique de  fixation, 

intcrnalisation et dégradation des 2 5 ~  - L D L .  

Une technique de  dosage des récepteurs LDL sur les lymphocytes a été 

mise au point dans notre laboratoire. La présence dcs récepteurs LDL à la 

surface des cellules est étudiée grâce à la fixation à 4°C de LDL ou d'un 

anticorps anti-récepteur LDL. Cette fixation est révélée par un anticorps 

fluorescent. Cette technique offre certains avantages par rapport à celle sur 

fibroblastes. En effet, les cellules sont obtenues par simple prélèvement de  

sang,  les résultats son t  disponibles après 72 heures de  culture, l a  

cytofluorimétrie de  f lux demeure moins dangereuse que l'utilisation d e  

radioligands. Cependant, el le ne peut être reproduite sans un nouveau 

prélCvement et ne permet pas facilement une étude de I'intcrnalisation du 

l igand .  

La transformation des lymphocytes par le virus Epstein-Barr conduit 

à la culture de cellules devenues immortelles. Ces  cultures de cellules 

permettent de  réaliser un grand nombre d'expérimentations. 



Les LDL fluorcsccntes peuvcnt être utilisées pour étudicr I'exprcssion 

3 37°C des réccptcurs LDL dc ccs lyniphocytcs. prélcvés chez dcs patients 

suspectés d'avoir une déficicncc du réccptcur LDL. 

Des tcchniqucs de  radioligand pcuvcnt Etrc réalisées sur ccs cellules 

cn culture pour obtenir de plus amplcs informations (nonibrc d c  sitcs 

réccptcur, constante de dissociation) et confirmer à 4°C les résultats obtcnus 

à 37°C. 

L'utilisation de telles lignées permet de combiner l'avantage d'un seul 

prélSvcment sanguin e t  la  possibilité de  multiplier les cxpérimentations. 

Ccpcndant, les conditions expérimentales de  culture sont plus difficilcs à 

contrôler que celles des fibroblastes. Ces conditions peuvent conduire à des 

différences importantes d e  croissance cellulaire, et donc à des différences 

d'expression dcs récepteurs LDL dépendante du milieu et non du génotype. 

Le choix  d 'un type cel lulaire devra donc prendre en cotnpte 

les  différents fac teurs  précédemment  décr i t s  et dépendra d u  type 

d'étude entrepr ise  ( é t u d e  indiv iduel le ,  é tude  à long t e rme ,  é tude  

d e  popula t ion . . . ) .  

Etude clinique 

Ces techniques nous ont permis de tester les récepteurs LDL dans des 

études familiales et des études de population. 

- conf irmat ion d u  génotype par l 'é tude  fonctiorznelle 

Il est intéressant de  noter que, dans une famille où l'analyse génétique 

a étC réalisée, une mutation sur le gène du récepteur LDL (au nivcau du 

codon de l'acide aminé 664) conduit à la traduction d'une protéine déficientc. 

Nous avons montré que  chez le sujet portant cette mutation (hétérozygote 

pour la modification), ltactivitE des récepteurs LDL est diminuéc de moitié par 

rapport à des cellules normales. 

11 est donc indispensable que toute étude du gCne du rCceptcur LDL soit 

confirmée par l'étude phénotypique. Cette dernière permet d'appréhcndcr 

les modulations fonctionnelles engendrées par les modifications sur le gCnc 



ct  donc d'en déduire de  nombrcuscs informations sur les rclatioits structurc- 

fonction du rEccpteur LDL. 

- Association entre les déficiences du  ligand et celles d u  

r é c e p t e u r  

L'étude de patients dont l'apoB préscntc la mutation 3500 montre que 

l'hypercholestérolémie qui en résultc et que lc bilan lipidique élémentaire 

(cholcstérol total et cholestérol des LDL, triglycérides) sont tout à fait 

comparables à ceux des patients souffrant d'hypercholcstérolémie familiale 

dans sa forme hétérozygote. 

Nous avons montré aussi quc le déficit cn réccptcurs LDL peut 

cocxister avec la mutation 3500 de 1'apoB sans pour autant modifier le bilan 

lipidique de  base (cholestérol total, LDL-cholcst6ro1, triglycEridcs). 

Cependant, l 'analyse d'un bilan plus complet chcz ccs patients (lipides, 

lipoprotéines et apolipoprotéines), est en projet dans notrc laboratoire afin 

de  déterminer s'il existe un profil lipidique caractéristique dc cc typc dc 

p e r t u r b a t i o n s .  

Nous avons particulièrement étudié une famille (la famille M.) dont les 

m e m b r e s  s o n t  h y p e r c h o l e s t é r o l é m i q u e s  ( d e  p l u s  le p è r e  es t  

h y p e r t r i g l y c é r i d é m i q u e ) .  

Nous avons observé une déficience du récepteur LDL qui ne semble pas 

aussi importante que dans le cas hétérozygote FH. 

Différentes approches (étude sur trois  types cellulaires, technique 

radio-immunologique avec  des  anticorps monoclonaux) montrent  une 

anomalie des LDL de  ces sujets qui pourrait être un autre factcur intervenant 

dans  l 'hypercholestérolémie.  

Pour élucider la nature des déficits observés dans cctte famillc, i l  est 

devenu maintenant indispensable d'entreprendre des études sur Ics gènes de 

1'apoB et du récepteur LDL. 



- Ii_vpercltolestéroléniies t l o r ~  liées (111 récrpteur  r i i  rr11 

1 i g u  I I < /  

Yos rk\ult;its ri-iontrciii cluc Ic diagi-lostic d 'hypcrcholcstérolkni ic  

I'aniilialc pcut  Ctrc assurC,  pour  bon noiiibrc de  paiiciits,  dc  façon 

rclat ivcment  liablc p a r  les  s igncs  cl i r i iqucs (xanthoincs ,  arc  cornCcii, 

a i i tCcÊdcn t s  f ' a m i l i a u x  d ' h y p e r c h o l c s t é r o l é n ~ i c  o u  d c  m a l a d i e  

ca rd iovascu la i r c )  e t  p a r  d e s  données  b io log iques  (b i l an  l i p id iyuc ,  

l ipoprotéiniquc ct apol ipopro té in iquc) .  

C e p e n d a n t  n o s  t r a v a u x  o n t  c o n f i r m é  I ' e x i s t c n c c  

d 'hypcrcholestérolémies non  directement  l iées  à un défaut  génét ique du  

réccptcur LDL et conduisant à un même tableau clinique et biolob'q '1 ue. 

Des patients, dont  Ic diagnostic cliniquc est similaire, préscntcnt l n  

v l t r o  une expression des  récepteurs LDL qui pcut Ctre normalc, sans pour 

aulani que cela influe su r  la nature du traitement ou son efficacité. 

Dans une population de 41 sujcis classés par Ic diagnostic clinique 

commc hétérozygotes pour  I'hypcrcholeslérolCniic familiale,  9 sujcts  ont des 

lymphocytes c t  des fibroblastes qui pcuvenl exprimer une activité normale 

des  récepteurs LDL dans  dcs conditions de dérCprcssion ccllulairc (milicu de  

culturc additionné de  sérum sans lipoprotéines, milicu dc  culiurc additionné 

de  S A B  et de  HDL3 pour promouvoir I'efflux du cholestérol). 

Ces  sujets  sont  ind iscernables  de  ceux  présentant  un défici t  en 

réccpteur LDL en ce  qui  concerne les signcs cliniques, le bilan lipidique e i  

soii évolut ion après t ra i temcnt  sous  fénol ' ibratc ou  s imvas ta t ine .  Nous 

suggErons  qu ' in  vivo leurs  récepteurs LDL sont  fortement inhibés.  Une 

perturbat ion acquise o u  génét ique  de la régulat ion d c  l 'expression du 

réccpteur  LDL pourrai t  donc  Ctre à la base de  I 'hypercholcstérolCmic 

o b s e r v é e .  

De nombreux effecteurs  biologiques sont impliqués dans la rtgulation 

in vivo d e  la synthèse et de l 'expression du rCccptcur LDL. Un certain 

nombre de  changements physiologiques, liés à la croissancc ccllulairc ci au 

contrôle  hormonal,  régulent  la transcription du gCnc du réccptcur LDL par 

d e s  mécanismcs  n e  dépendan t  pas s e u l c ~ n c n t  d e  var ia t ions  du  pool 

intracellulaire des  s térols .  



I I  s cmb lc  donc  intCrcssant dans  I 'avcnir d'Ctudicr Ics - c f f c t s  de  

di1'fCrcnts c f f c c t c u r s  phys io log iques  ( h o r m o n e s  tc l lcs  cliic insiili i ic.  

11-iiodotliyroninc. oestrogènes : AMPc ; Facteurs dc  croiss:tiicc ccllulairc . . .  ) 

sur  la régulation dc  la synthèse (dosagc des niRNA ct de la protéinc) et 

I 'cxprcssion d u  récepteur  L D L  chez Ics pat icnts  hypcrcholcstérolémiqucs 

dorit l'activité des récepteurs LDL est normale in  vitro. 

Si les Ctudes familiales sont possibles chcz ces patients, nous pourrons 

regarder si les perturbations d e  la régulation éventuellement observées sont 

accluiscs ou génét iques.  L a  présence d e  perturbations à caractkre génétique 

expliquerait  l'existence d'antécédents familiaux chcz ces  malades. 

Par ces  différents  travaux nous monirons que  Ics éiudcs dc  gènes 

doivent  Ctre associées li des  études fonct ionncl les .  En cfl'ct, i l  apparait  

esscnticl de rechercher l ' incidence d'une modification au niveau du gène sur  

la fonction d e  la pro té inc  qui en rCsu1tc. Invcrscnicnt,  I'Ctudc d e  la 

~iiodulation de l'expression et de la fonction d'une protéine doit Ctrc associéc à 

l 'étude du gènc de  cette protéinc. 

C'est de cet te  maniitrc, par des étudcs réciproques "gène-fonction" c l  

"fonction-gène", que  nos  connaissariccs sur  Ics rc la t io~is  s ~ r u c t u r c - f o ~ i c t i o n  

du réccptcur LDL deviendront plus précises. 



APPENDICE TECHNIQUE 



Fiche technique nO l  

Préparation des lipoprotéines et du sérum déficient en 
lipoprotéines par centrifugation séquentielle 

RCférence : 

HAVEL R. J., EDER H. A., BRAGDON J. H. 

The distr ibution and chemical  composit ion of ultraccntrifugally 

separated lipoproteins in human serum. 

J. Clin Invest., 1955, 34 : 1345-1353. 

P r i n c i p e  : 

L'isolement des fractions lipoprotéiniques est réalisé à partir du 

plasma de sujets sains par ultracentrifugations à 100 000 g à 4°C pendant 

24 heures à des densités choisies de KBr. 

Mode ovératoire : 

Pour les LDL (densité 1,030-1,053), la densité du plasma (1,006) 

est ajustée à 1,030 par addition de KBr solide (3,54 g/100 ml de plasma). 

Après une première centrifugation, le sousnageant est lavé par une 

solution de densité 1,030. Après une deuxième centrifugation, la densité 

du sousnageant es t  ajustée à 1,053 (3,43 g KBr1100 ml).  Deux 

ultracentrifugations à cette même densité nous permettent de  recueillir 

le surnageant purifié en LDL. 

Pour les HDL3 (densité 1,120-1,210), le protocole est identique au 

précédent, aux densités 1,120 puis 1,210. 

Les lipoprotéines sont ensuite dialysées contre un tampon PBS 

(phosphate 0,01 M, NaCl 0,15 M, NA2 EDTA 0, l  g/l pH 7,2). 

Les lipoprotéines sont ensuite filtrées stérilement sur filtre m i l l i k r e  

0,22 pm et conservées pendant 3 à 4 semaines à 4°C. 

Le sérum déficient en lipoprotéines de densité > 1,25 est prépare 

à partir de sérum de veau foetal. Après deux ultracentrifugations à la 

densité de 1,25, le sérum est dialysé contre un tampon NaCl 0,15M pH 7,2 

puis décomplémenté par incubation à 56OC pendant 112 heure. Après 

ajustement de la concentration protéique à 40 g/l, le sérum est filtré 

stérilement puis congelé à -20°C. 



Fiche technique n02 

Dosage des protéines 

Référence  : 

PETERSEN G. L. 

A simplification of the protein assay method of Lowry which is more 

generally applicated. 

Anal. Biochem. 1977, 83 : 346-356. 

P r i n c i ~ e  : 

La méthode de  Petersen est un dosage calorimétrique adapté de 

la méthode de Lowry, utilisant le SDS comme détergent pour les 

molécules liposolubles composant les lipoprotéines. La sérumalbumine 

(de O à 1 mglml) est utilisée comme étalon. 

Réactifs  : 

Réactif 1 : carbonate de sodium Na2C03 à 20% 

Réactif 2 : 0,5 g de Sulfate de cuivre CuS04,  5 H 2 0  + 1 g de Tartrate de 

Sodium et de Potassium C4HqNa06, 4 H 2 0  (qsp 250 ml H 2 0 )  

Réactif 3 : Hydroxyde de sodium NaOH 0,8 N 

Réactif 4 : H 2 0  

Réactif 5 : SDS à 10% 

Le mélange réactionnel est préparé à partir des solutions précédentes : 

0,s vol de 1 + 0,5 vol de  2 + 1 vol de 3 + 1 vol de 4 + 1 vol de 5 

Réactif de Folin 

Mode opératoire : 

A 100 pl d e  solution à doser est ajouté 1 ml de mélange 

réactionnel. Après une incubation d e  10 minutes à température 

ambiante, on ajoute 0,5 ml de réactif de Folin dilué au 116. AprCs 

incubation des échantillons et de la gamme é ~ a l o n  pcndant 30 minutes à 

l'obscurité, la lecture de l'absorbance se fait à 750 nm. 



,+\cétylütion des L D L  

R6l'Crcncc : 

BASU S.  K., GOLDSTEIN J. M., ANDERSON R. G. W., BROWN M.  S. 

Degradat ion of cationized low density lipoprotcin and regulation O S  

cholcs te ro l  metabol i sm in homozygous  familial hypc rcho lc s t c ro l cn~ ia  

f i b r o b l a s t s .  

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1976, 73 : 3178-31 82. 

P r i n c i ~ c  : 

Les LDL sont iiiodifikcs chimiquement au iiivcau dcs  prolkincs 

par l 'anhydride acétique. Ce composé réagit sur Ics fonct ions amines 

libres, notamment celles cn position epsilon des résidus lysine, pour 

former une liaison amide. 

L'acétylation augmenlc la charge globale négative des LDL. Ellcs nc sont 

plus reconnues par le récepteur B. E ou récepteur LDL. 

Rériciifs : 

Anhydr ide  acé t iquc  

Acétate de sodium saturé 

Solution NaCl 0,15 M, Na2 EDTA 0,3 mM pH 7,4 

Mode o ~ é r a t o i r c  : 

Les LDL, dont la concenlration est de 2 à 5 mg protéines/ml dans 

la solution NaCI-EDTA, sont diluées volumc à volumc dans  l'acétate de 

sodium saturé.  

6 aliquols de 1.5 à 2 pl d'anhydride acétique soni ajoutés à 0°C sous 

agitation douce à des intervallcs de 15 minutes. 

Le mélange réactionnel est  ensui tc  déposé sur  une co lonne  de gel 

Sephadex (32.5 (PD- I O  Pharmacia). 

Les LDL acétylées sont éluées avec la solution NaCl-EDTA puis dialysées 

contre ccttc même solution à 4°C. Ellcs sont ensuitc filtrécs stérilcmcnt 

et I r i  conccntratiori cn protéines est déicrniinéc par la méthode dc  

P e t e r s e n .  



Fiche technique n04 

Analyse des lipoprotéines en gel de polyacrylamide 

R é f é r e n c e  : 

Cette technique est commercialisée par la firme SEBIA sous le nom de 

LIPOFILM. 

P r i n c i p e  : 

L e s  l i p o p r o t é i n e s  s o n t  s o u m i s e s  à u n e  s é p a r a t i o n  

électrophorétique en gel de  polyacrylamide en gradient discontinu. Le 

support est constitué de 2 gels de  polyacrylamide de concentrations 

différentes : 

- gel à 2% dans la partie supérieure o ù  se trouvent les puits 

de  dépôt, 

- gel à 3% dans la partie inférieure. 

Les chylomicrons qui sont de très grosses molécules resteront dans les 

puits d e  dépôt,  tandis que les autres lipoprotéines migreront sous 

l'action du champ électrique. Le premier gel à 2% arrêtera les VLDL 

tandis que le second gel assurera la séparation des lipoprotéines de  plus 

haute densité. 

Réactifs  : 

Tampon lipofilm concentré à diluer dans un litre 

Film hydraté avec support rigide 

Colorant noir soudan 

Mode opératoire : 

A un volume de noir soudan ( 5 0  pl)  est ajouté 1 volume 

d'échantillon à analyser (50  pl). Après agitation et incubation pcndan~ 

30 minutes à température ambiante et à l'abri de la lumièrc, 5  pl 

d'échantillon pré-coloré sont déposés dans les puits de dépôt. Lc temps 

de migration est de 60 à 80 minutes sous une tension de 250 V (8 mA par 

f i lm) .  

Le gel peut être conservé séché après un lavage d'une hcurc dans 5% 

d'acide acCtique et 2% d'éthylène glycol en eau déminéralisée. 



- * 
Fic . l ic  rcJc,htlrqrit! 

Marquage des LDL à ItIotle 1251 

RBf'Crcnce : 

BILHEIMER D. W., EISENBERG S., LEVY R. I .  

The  metnbolism of very low dcnsity lipoprotcins. 

Biochim. Biophys. Acta, 1972, 260 : 212-221. 

P i - inc ine  : 

L'oxydation cn rnilicu alcalin. en préscncc dc  rnonochlorurc 

d'iode, pcrmet la fixation de  I'lodc 1 2 5 1  sur  Ic noyau aromatique des 

rCsidus de tyrosine. en position ortho du groupcmcni hyroxyle. 

RCiictifs : 

LDL à 2 mg protlml dialysées contre du PBS 0.01 M, NaCl 0,15 M, EDTA 0 , l  

g/l, pH 7,2 

Tampon Tris 1 mM, NaCl 0,15 M, Na2 EDTA 0.2 g/1 pH 7,2-7.4 

Tampon glycine-NaCI : 

glycine 1 M 

NaCl I M 

pH 9,6 

Solution d'ICI 0,033 M cn NaCl 1 M, HCI 1 M pr6parCc partir d'une 

solution-mèrc à 0,33 M conservée à Itobscurit6 

Iodure de Sodium 1 2 5 1 - ~ a  (10 rnCi1100 FI Arncrsham) 

Mode opératoire : 

Le marquage es1 réalis6 sous I io~lc  aspirarite i cliarbon aclif. 

Les solulions A cl B suivanles sont prBparCes cxteniporanémcnt. 

Solution A : 1 ml LDL 

0,2 ml tampon glycinc-NaC1 

Solution B : 0,2 ml tampon glycine-NaCI 

10 1.11 ICI 

10 pl 1 2 5 1 - ~ a  

La solution B est transférée daiis Ic tube coritcriaiir la solution A. 



Lc mélange de  ces 2 solutions est déposé sur une colonne dc gcl 

Sephadex G25 (PD10 Pharmacia) équilibrée en tampon Tris NaCl-Na2 

EDTA. 

Le filtrat est recueilli par fraction de 15 gouttes. La radioactivité de 1 pl 

de chaque fraction est comptée. 

Les fractions contenant Ics LDL marquées à l'Iode 1251 sont rassemblées. 

Les protéines sont dosées et la radioactivité mesurée. L'activité 

spécifique varie de 250 à 500 cpmlng protéines. 



Fiche technique n06 

Préparation des lipoprotéines fluorescentes 

R é f é r e n c e  : 

Lipoprotein labeling with the fluorescent probe DiI. 

Methods in Enzymology, Volume 129 : 562-565. 

P r i n c i ~ e  : 

L c  Di1 (l,l'-dioctadccyl-3,3,3',3'-~ctramethylindocarbocyanine 

perchlorate) est incorporé dans les lipoprotéines de faqon similaire aux 

phospholipides, c'est-à-dire avec les groupements polaires à la surface 

des lipoprotéines. 

Réactif : 

Di1 à 3 mgfml dans le DMSO 

LPDS densité > 1,21 

solution NaCl 0,15 M, Na2 EDTA 0,l  dl, pH 7,2-7,4 

Lipoprotéines (1 à 2 mg/ml) dialysées contre la solution NaCl-Na2 E D T  A 

Mode opératoire : 

2 ml de  LPDS sont ajoutés à 1 mg de lipoprotéines à marquer. 

La solution est agitée doucement et 50 pl de Di1 sont ajoulés par mg de 

lipoprotéines. Le mélange est incubé pendant 8 à 15 heures à 37°C. Les 

LDL marquées au Di1 (DiI-LDL) sont colorées en rose. 

Les lipoprotéines sont ensuite réisolées par ultracentrifugation à une 

densité de 1,063 pour les LDL, en ajoutant 0,0834 g de KBr par ml de 

milieu d'incubation. 

Après centrifugation, les lipoprotéines marquées sont dialysées contre 

la solution NaCl-Na2 EDTA, filtrées stérilement sur filtre 0,22 pm, et la 

concentration en protéines est déterminée par la méthode dc Pctersen. 

L'excitation optimale du Di1 est obtenue à 520 nm. L'émission maximale 

de fluorescence est obscrvée à 570 nm. 

Le Di1 incorporé dans les lipoprotéines ne se transfkre pas facilcmcnt 

aux autres lipoprotéines non marquées, ni aux membranes cellulaires. 



Le Di1 s'accumule dans les ccllules ct n'est pas rclarguC dans le milieu 

quand les LDL sont dégradées. Contrairement à la fluorcscéinc, i l  n'y a 

pas de qucnching quand le Di1 est intraccllulaire. 



Jl i l ieus  d e  culture 

I'BS OqOl V - XaC1 0.15 J I  

NaCI 8 ?2 

NazHP04, 12H20 2.87 g 

K H2P04 0 2  g 

KCI O,?. g 

Eau dkminéralisée qsp 1 1  

PH 7,2 - 7.4 

Filtration stérile sur  filirc 0 ,45  ym.  

Puck - EDTA - NaCl 0.15 .M 

NaCl 8 g 

KCI O,4 g 

NaHC03 0,3 g 

EDTA 0,2 g 

Eau déminéralisée qsp I I  

P H  7,2 - 7.4 

Filtration stérile sur  filtrc 0 ,45  yin. 

DMEM 

DMEM 66.6 g 

P t n i c i l l i n e  10 000 Ulm1 ) 10 ml 

Streptomycine 1 000  pgjml 1 

Bicarbonate de sodium à 5,6% 180 ml 

Eau déminéralisée qsp 5 1 

P H  7,2 - 7,4 

Filtration stérile sur  filtre 0,45 ym.  

R P M I  

R P M l  10,43 g 

Pénicilline-Streptomycine 2 ml 

Bicarbonriic d c  sodiuni 30 ml 

Eau déminEralis6c qsp I I 

P H  1 7.2 - 7.4 
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Filtration stérile sur  filtre 0,45 prn 

Lc séruni dc  veau foetal (SVF) est d6complCnicnti: par ctiauff'age à 56°C 

pendant 30 minutes. 

DMEM Comnlct (fibroblastes C L  ccllules HeLa) 

Milieu DMEM 445 ml 

SVF 50 ml 

Glutaminc 3% 5 ml 

Gcntamycine 10 mgln11 2 ml 

Fungizonc 5 inglnil 250 pl 

RPMI C o r n ~ l c i  ( I y n i ~ ~ h o b l a s i c \ )  

Milieu RPMl 445 ni1 

SVF 50  ml 

Glutarninc 3 7~ 5 ml 



Fiche lechnique n08 

Culture des fibroblastes humains 
à partir d'une biopsie de peau 

P r i n c i ~ e  . 
La culture primaire dcs fibroblastes humains est réalisée à 

partir d'une biopsie de  pcau. 

Lcs cellules à confluence sont ensuite dissociées enzymatiqucment et 

réensemencées sur une surfacc de culturc plus importante. 

Réactifs : 

Milieu DMEM 

Milieu DMEM complet 

Puck-EDTA 

Trypsine 0,05%-EDTA 0,02% dans du PBS sans ~ a 2 +  ni M ~ ~ +  

Modc opératoire : 

La biopsie de  peau est réalisée de faqon ascptiquc sur  la tace 

interne du bras. Elle est lavée plusieurs fois dans un milieu DMEM. A 

l'aide de deux scalpels, des petits morceaux sont découpés ct déposés dans 

un petit flacon de culture (25 cm2) ; 2 à 3 ml de milicu DMEM complet 

sont alors ajoutés. 

Pendant 3 jours, le flacon de culture n'est pas bougé pour permettre 

l'adhésion de  la biopsie sur le plastique du flacon. 

Le milieu de  culture est changé 2 fois par semaine par du milicu DMEM 

comple t .  

Lorsqu'on a obtenu des zones où les cellules sont très conflucntcs, on 

peut procéder au "le' passage". Après lavage des cellules au Puck-EDTA, 

on fait agir pendant 5 minutes à 37°C 1 ml de trypsine. L'action de la 

trypsine est arrêtée par 3 ml de milieu DMEM complet. On transfèrc le 

tout dans un grand flacon de culture (80 cm2) contenant 15 ml de rnilicu 

DMEM complet. 

Deux fois par semaine, le milieu cst remplacé par 15 ml de milieu DMEM 

complet neuf. 



Pour les passages suivants, on procède co.mme précédcmrnent à partir 

d'une culture de cellules confluentcs que l'on transfère sur une surface 

triple (passage tous les 15 à 18 jours). 



Culture des cellules HeLa 

P r i n c i n e  : 

Les cel lules  sont dissociées cnzyrnatiqucmcnt ci récnscmcricécs 

sur une surface p lus  iniportantc. 

Réac t i f s  : 

Milieu DMEM complet 

Puck EDTA 

Tryps ine-EDTA 

R~lodc onératoirc : 

Lcs cellules HeLa Williams son1 une lignéc dc  ccllulcs provcnanl 

d'un cancer  humain de  l 'utérus. 

Le niilieu d 'une  culturc conflucntc dc  ccllulcs HcLa csi aspiré ci 

la culturc est lavée par 15 ml de  Puck-EDTA. Ori ajoutc 1 ni1 de  trypsinc- 

EDTA qui provoque une immédiate dissociation ccllulairc. L'action dc  la 

trypsine est arrêtée par 5 ml de  milieu DMEM coniplct. Lcs ccllulcs sont 

remises en suspension par aspiration ct rcfoulcmcni puis cnscmcncées 

sur une surface de  culture plus importante. Lc icmps de doublcmcnt cst 

de  24 heures environ.  



Fiche  technique n '1 O 

Isolement des cellules mononucléaires sanguines 

R é f é r e n c e  : 

BOYÜM A. 

Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human blood. 

Scand. J. Clin. Invest., 1968, 97 : 77-89. 

Réact i fs  : 

Sang recueilli dans des tubes contenant du citrate de sodium tamponné à 

3.8% 

Solution de lymphoprep : metrizoate de  sodium/ficoll 

NaCl 0,15 M pH 7,S-7.4 

PBS 0,01 M, NaCl 0,15 M pH 7,2-7,4 

Milieu RPMI 

Milieu RPMIISAB : milieu RPMI auquel sont ajoutés 10 g/l de SAB 

Mode o ~ é r a t o i r e  : 

L'isolement des cellules mononucléaires sanguines se  réalise 

stérilement à température ambiante. 

Le sang est dilué volume à volume dans NaCl 0,15 M. 20 ml de sang dilué 

sont déposés sur  10 ml de  lymphoprep dans un tube conique et  

centrifugés pendant 45 minutes à 20°C à 1400 tlmn. 

L'interphase contenant les cellules mononucléaires est collectée. 

I 1 t J 

sang total 
dilué au 1 /2 

lymphoprep 

globuies rouges 
polynucléaires 

1 400 t /mn 
c 

plasma 

lymphocytes + 
45 mn m o n o c y t e s  

f icoll 



La suspension cellulaire est lavée une fois par du PBS 0,01 M et dcux fois 

par du RPMI (centrifugations à 1400' tlmn pendant 10 minutcs). 

- Isolement des lymphocytes : 

Les cellules sont mises en culture dans le milieu RPMIISAB à 

raison de 2 . 1 0 ~  cellules par mi. 

Lcs monocytes adhèrent à la surface plastique de la boîtc de  culture et 

ne sont pas pris lors de la préparation des cellules pour un test. 

- Isolement des monocytes : 

Les cellules sont mises en culture dans le milieu RPMI contenant 

20% de sérum humain à raison de 5 . 1 0 ~  ccllulcs par ml. 

Après 2 heures à 37OC, les monocytes ont adhéré à la surfaçc de la boîtc 

de  culture. Les lymphocytes en suspcnsion sont eliminés. La culture cst 

lavée par du milieu RPMI. 

Du milieu complet (RPMI + sérum humain) est ajoute!. Le milieu est 

changé une fois par semaine. 



Etude de la fixation, de I'intci-nalisation ct de la 
dégradation des  lipoprotéines radiomarquées 

par les cellules en cultui-e iiionocoiiclie 

RéSCrcncc : 

GOLDSTEIN J.  L., BROWN M. S. 

Binding and degradation of low dcnsity lipoproteins by culturcd human 

Sibroblas~s : cornparison of cells from a normal and Srom a patient with 

homozygous  Samilia1 hypercho1cstcrolcmi:i. 

J .  Biol. Chcm., 1974, 239 : 5153-5162. 

Mode onératoirc : 

- Stimulation des  récepteurs LDL ccllulaircs : 

Lcs cellules (70  000 pour Ics fibroblastes, 50 000 pour les ccllulcs 

HeLa) sont cultivCcs en  milicu DMEM complet dans des puits de 3.5 cm de 

d i ami - t r c .  

48 heures avant l 'étude (Ics ccllulcs soni prcsclue conïlucnics),  Ic niilicu 

est  éliniirié. Les ce l lu lcs  sont i~ i cubées  cri n ~ i l i c u  DMEM/Glutaminc 

contenant 10% de LPDS afin d'activer la synthkse des rCccptcurs LDL. 

Des puits sans cel lules  sont incubCs avcc Ic milicu LPDS pendant 48 

heures, afin de déterminer  la fixation ct la dégradation non spécificlucs 

sur  plast ique.  

- Etudc de la fixation à 4OC : 

Aprhs refroidisscmcnt des cellules à 4"C, Ic milieu de culture csi 

é l i m i n é .  

Les cel lulcs  sont incubées pcndanl 2 hcurcs à 4°C  avcc 0.7 ml de  

DMEMILPDS contenant Ics lipoprotkines nlarcluécs ii I'lodc 1251  sculcs 

(fixation totale)  o u  cn  présence d'un cxci-s de  l ipoprotéines non 

marquées (fixation non  spkcifiquc). 

Les lipoprotkines non  lixCcs apri-s incubation sont kliniinkcs par  9 

lavages successifs ( 3  ml par lavage) avcc Ics tainpons : 

- 3 lavages avcc Ic tampon NaCl 0,15 M,  Tris 20 m M ,  pH 7.2-7,4, 

- 3 lavages avcc Ic lampon NaCI, Tris, SAB 0,2%,, 

- 3 lavages avcc Ic iampon NaCI, Tris. 



Pendant les lavages, Ics cellules ci les tampons sont gardés à 4°C sur lin 

l i t  dc  glace. 

Les ccllulcs sont dissoutes par dc la solide 0.1 N : 

- 0,5 ml pour Ics I'ibroblastcs, 

- 1 ml pour les ccllulcs HcLa. 

La radioactivité es t  mcsuréc ct Ics protéiiics ccllulaircs son1 dosées par 

la méthode de Peterscn siir un aliquote dc  100 )LI : 

- 100 à 200 pg  protéines par puits pour Ics fibroblastes, 

- 400 à 600 ) ~ g  protéincs par puits pour Ics ccllulcs HcLa. 

AprCs soustraction du bruit dc  fond (radioactivité associée aux puits sans 

ccllulcs), la fixation csi kvriluéc en ng dc  lipoprotéincs I'ixécs par nig de 

pro té ines  ce l lu la i res .  

- Etiidc de la lixaiion ci inicrnalisation à 37°C : 

Les ccl lules  soni iricubécs pcndant 4 hcurcs i 37°C selon Ic 

protocole décrit  prCcédcnimcnt. 

Le surnagcani  d e  cct tc  incubation cst  conservé  pour I 'éiudc d e  la 

d é g r a d a i i o n .  

Les cellules sont rel'roidics à 4°C et lavées comme précédcmmcnt. 

La radioact ivi té  mcsuréc  correspond aux l ipoprotéines f ixées à la 

surfacc cellulaire e t  internalisées. 

Lcs  résul tats  s o n t  cxpr in iés  cn n g  d e  l ipopro té incs  f ixécs  e l  

internalisécs par m g  dc  proléines ccllulaircs. 

- Etudc de  la dégradation : 

Après 4 heures d'incubation à 37°C. Ics surnagcants ccllulaircs 

(0,7 ml) sont prélevés. 

Les protéines sont  précipiiécs par 0,175 ml d 'acide trichloracétiquc à 

50% pcndant 1 heure à 4°C. Ccttc étapc précipite ioutcs Ics lipoprotéincs 

radiomarcluCcs ni fixées, ni incorporées par les ccllulcs. 

Après centrifugation à 2000 t/mn pcndant 10 minutes, 0,375 ml d e  

surnageant sont prélevés, stockés dans dcs tubcs en  vcrrc c t  additionnés 

de 10 pl d'iodure de  potassium à 40% ei dc  10 pl d ' H z 0 2  à 30%. 0,7 ml de 

chloroforrnc son t  alors  ajoutés .  L ' lodc  l ibre cst ainsi é l iminé  par  

oxydation et extraction chlorof'orniiquc. La radioactiviié cst comptée sur 

0,175 ml du surnageant aqueux. 

Les  pui t s  s a n s  ce l lu lcs  pcrrncttcni d e  s o u s ~ r a i r c  la radioaci ivi tk 

correspondant à la dégradation spontanée des lipoprotéincs. 
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La dégradation est exprimée en ng de lipoprotéincs dégradées par mg de 

protéines cellulaires. 



Fiche technique tz "12 

Mesure de la fixation à 4°C des LDL sur cellules en 
suspension par immunofluorescence indirecte 

Référence : 

BENHAMAMOUCH S., KUSNIERZ J.-P., AGNAN1 G., MARZIN D., LECERF J.- 

M., FRUCHART J.-C., CLAVEY V. 

Determination of  the  LDL receptor binding capacity of  human 

lymphocytes by immunocytofluorimetric assay. 

Biochem. Biophys. Acta, 1988, 1002 : 45-53. 

P r i n c i ~ e  : 

La fixation des  LDL sur Ics ccllulcs est suivic d'une incubation 

avec des anticorps anti-LDL dc lapin. Le complcxc cst révélk par 

incubation avec d e s  anticorps de  chèvrc anti-imm unoglobulincs d c  

lapin marqués à I'isothioeyanatc de fluorcsc6inc (FITC-Ig Diagnostics 

PASTEUR). 

Les cellules sont ensuite analysées par cytofluorim6iric dc flux. 

Mode opératoire : 

La synthèse des récepteurs LDL est stimulée en incubant les 

cellules dans un milieu ne contenant pas les lipoprotéines apportant le 

cho les té ro l .  

Les lymphocytes fraichement isolés sont incubés pcndant 72 

heures dans un milieu RPMI additionné de 10 gll SAB et de 0,300 g/l 

H D L 3  pour promouvoir l'efflux du cholestérol (Oram et al., 1981). 

Les lymphocytes sont centrifugés à 1400 tlmn pendant 10 

minutes. Le culot cellulaire est lavé deux fois par du PBS contcnant 20 

g/l de SAB et CaC12 0,s mM (tampon C). 

Les cellules sont mises en suspension dans  le tampon C à la  

concentration finale de  3 0 . 1 0 ~  cellules/ml. 75 pl de la suspension 

cellulaire sont incubés avec 25 pl de  LDL ri 100 pglml pendant 45 

minutes à 4OC dans des  tubes microfuges de polyéthylène. 

Les cellules sont centrifugées à 8000 tlmn pendant 2 minutes, lavées 

avec 300 pl de tampon C puis recentrifugées pendant 1 minute. 



Lcs cellules sont remises en suspension dans 75 pl de tampon C et  65 pl 

sont déposés sur 300 pl de sérum de veau foetal. 

Après centrifugation à 8000 t/mn pendant 5 minutcs et lavage par 300 

pl de tampon C, les cellules sont incubées pendant 45 minutes à 4°C avec 

l'anticorps polyclonal de  lapin anti-LDL humaines à 50 yglml dans un 

volume final de  100 pl. 

Après centrifugation à 5000 t/mn pendant 5 minutes, les complexes sont 

mis en présence du FITC-Ig (PASTEUR Diagnostic) dilué au 1/20, dans un 

volume final de  100 pl  pendant 45 minutes à 4°C. 

Après un lavage au tampon C puis au PBS 0,01 M, les ccllules sont fixées 

par 200 pl de  paraformaldchyde à 1% dans du PBS 0,01 M et analysées en 

cytofluorimétrie de flux. 

L'excitation de  la fluorescéine est obtcnuc par le laser ion-argon ii 488 

n m .  

Un deuxième laser, hélium-néon, pcrmct de  définir une fenêtrc de 

ccllules bien homogènes. 

L'émission de la fluorescéine est obscrvée cntre 520 ct 540 nm. 
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