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Résumé 

Denomhreusesétudesépidéntiologiquesontmontrél 'existenced'unecorrélationnégative 

entreleuuxdeHDLplasmatiquesetledéveloppementdemaladiescardiovasculairesdont 

l 'athèroscl érose. 

IJ semble que les HD L assurent une protection contre ce type de maladies enf acilitant 

J · efflux de cholesterol a partir des cellules de la paroi artérielle eten jouant ainsi un rôle dans 

1' élimination du cholestérol via le "reverse cho1estero1 transport". 

Dans ce mémoire. nous avons pu mettre en évidence, par des études biochimiques. 

1' existence de sites de liaison spécifiques pour les HDL sur les cellules endothéliales 

humaines. Aucuneinduction de ce site, par le cholestérol, n'aèté observée, contrairementa 

d'autres types cellulaires, mais des études morphologiques ont révélé une altération 

importante des cellules quand celles-ci sont cultivées dansW1m.ilieu enrichi en cholestérol 

.non lipoprotèique. 
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Summacy: 

A strong inverse cOrTelaltion exists between levels of HDL-cholesterol and rates ofCHD in 

high risks populations. 

One wiresolved issue iswhetherreduction of HDL levels bydiet will promote development 

oî atberosclerosisorwhether dietaryreduction of serum HDL concentrationis benign. 

HD Lis tbought by many to be an accepror of cholesterol in peripheral tissues and this cou Id 

be the first step in reYerse cho1estero1 transport, thatis the process whereby cbolesterolis 

transported from peripheral tissues to the liverf or its secretion. 

In this work. we stUdied the binding of total HDL fraction or apo E-free HDL3 subfraction 

to cultured hum an umbilical vein endothelial cells. Itis shown tbatthis binding ispartly a 

satorab1e process ( eYidence was obtained for a specific, high affinity binding site with Kd 

and Bmaxvalues respectivelyin the ranges 6,8 ~g of HDL/ml and 316,69 ng of HDL/mg 

de proteine cellulaire) and partly alow affinity, non specific process, depending on the HD L 

concentrati onsintbemedium. 

Up-regulation of the HD L-binding sites could not be induced by loading the cells with 

cbolesterol/albumîn;omplexes. 

Tbemorpbological demonstrationof the specific binding siteswasunsuccessful untilnow. 

We also attemptedtofind abetterwaytoisoJate HDL3 subfractionina shortertime. 
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lntrod uction: 

1.L'athérosclérose: 

1.1. Définition: 

L'athérosclérose est une maladie des artères qui touche 

particulièrement l'intima des gros vaisseaux. Elle consiste en une 

accumulation locale de lipides. de glucides complexes. de dérivés 

sanguins. de tissus fibreux et de dépôts calcaires: le tout pouvant être 

accompagné de modifications de la média (Capron. 1963 ). 

1.2. Description des lésions: 

On distingue trois types de lésions correspondant à des stades 

successifs dans l'evolution de la maladie. 

Dès le plus jeune âge , il apparaît, à certains endroits du système 

artériel. des lésions jaunâtres appelées stries lipidiques . Elles se 

caractérisent par un épaississement local de l'intima suite à 

l'accumulation, dans la couche sous-endothéliale, de cellules 

musculaires lisses. de lipophages (cellules riches en dépôts lipidiques) 

et d 'une matrice extracellulaire constituée de protéoglycans. 

La strie va évoluer en une plaque fibreuse qui constitue la lésion 

la plus caracteristique de l'athérosclerose avancee . Celle-ci est 

constituée d 'un "core" riche en lipides, principalement des cristaux de 

cholestérol. en protéoglycans et en débris cellulaires.Une coiffe 

fibreuse composée de cellules musculaires lissés, de collagène, de 

lipides mtra et extracellulaires et de fibroblastes peut recouvrir le 

"core". 

Le troisieme type de lésion est appelée lésion compliguèe. A la 

base de l'implantation de la plaque, il se produit une calcification 

donnant lieu a une plaque calcaire. Ce type de lèsion est souvent 

associée à un phénomène obstructif pouvant donner lieu à des 

hémorragies, des ulcèrations ou des thromboses. 



1.3 Hypothéses oatbogénigues: 

1.3.1 . L'hypothèse de la lésion de l'endothélium: 

Au 19°S. Virchow iI856 ·, int.erprete l'atherosclerose comme une 
réponse inflammatoire à une lésion de la paroi artérielle. Selon cette 
hypothèse. la formation de dépôts de cholestérol resulte de 
l'infiltration dans la paroi artérielle de lipides sanguins. Ces dépôts 
provoquent une irrnauon de la paroi. celle-ci reagn par une 
inflammation. et une prolifération des cellules. précédant les 
modifications degènèratives de la paroi artérielle . 

Ross et Glomset ( 1973) montrent que lors de l'agrégation 
plaquenaire provoquee par la lesion endotheliale, les thrombocytes 
synthétisent et libèrent un facteur mitogene qui. avec les autres 
constituants du sang, pénètre dans la paroi artérielle où il provoque la 
prolifération des cellules musculaires lisses de l'intima. 

1.3.2. Hypothèse monoclonale: 

Benditt et Benditt ( 1973) présentent certaines évidences selon 
lesquelles la proh.feration des cellules musculaires lisses dans la Jes1on 
ressemblerait à l'établissement d'une tumeur bénigne dérivant d'une 
seule cellule. Celle-ci aurait subi une mutation à la base de sa 
prolifération anarchique. 

1.3.3. Hypothèse de l'infiltration lipidique: 

Anitschkov ( 1913 ). chercheur russe. provoque chez les lapins une 
maladie semblable a l'atherosclerose humaine en uttltsant. pour leur 
alimentation du cholestérol et du jaune d'oeuf. Par cette expérience, il 
a pu démontrer que les lipides apparaîssaient très tôt dans les lésions 
artérielles et dérivaient des lipides sanguins. 

Goldstem et Brown 11977·,, montrent que dans 
l'hypercholestérolémie, suite à l'absence ou à une déficience de 

., .. 



récepteurs pour les LDL, les cellules de la paroi artérielle sont 
incapables de dégrader complètement les molécules lipidiques. 

1 .3 .4. Hypothese lysosomale: 

Selon de Duve et ses collaborateurs (1974). le manque d'activite 
des estérases lysosomales conduirait à une dégradation insuffisante 
des LDL au mveau des plaques atheromateuses. 

1 .3.5. Hypothèse du stress oxydant: 

Steinberg t' 1987'1 et ses collaborateurs emettent J'hypothese que 
les dérives actifs de l'oxygène entraînent des modifications dans Ja 
structure des lipoproteines, ce qui permettrait leur reconnaissance 
par des récepteurs présents sur les macrophages du tissu sous­
endothèliaJ et ainsi l'apparition des lipophages dans J'inttma. 

1 .4.Athérogenèse et rôle des lipoprotéines: 

1.4.1. RoJe de J'hyperchoJesteroJèmie: 

Il est actuellement indubitable que l'hypercholestèrolémie peut, 
dans certains cas, être une cause nécessaire et suffisante au 
developpe ment d ·une athérosclerose pre maturee . 
Cette assertion est basée sur un certain nombre de données génétiques 
expérimentales, cliniques et épidémiologiques dont voici les 
principales: 
1) Les patients souffrant d'hyperchoJest.eroJemie famihale presentent 
un défaut au niveau du gène codant pour le recepteur des LDL. Le 
nombre de récepteurs est dès lors nettement inférieur à la normale et 
le taux de LDL et donc de cholestérol plasmatique nettement plus 
eJevé. Ces personnes deveJoppent. une at.herosclerose prematuree. 
(Goldstein et Brown, 1987 J. 

2JL'accumulation de cholestérol dans la paroi artérielle peut être 
evnee s1 lïnflux de cholesteroJ a partir du pJasma est faible . Ce qui est 
le cas lorsque ses concentrations plasmatiques sont inférieures à 

., 
.? 



3mmol/l comme on les observe en Chine rurale ou chez la plupart des 

animaux (Stender. 1990) . 

3) Expérimentalement, l'athérosclérose peut être induite chez des 

animaux subissant des interventions ayant pour effet d 'augmenter les 

taux de cholestérol plasmatique. 

4) Les Américains et les individus vivant dans la plupart des pays 

industriahses presentent des taux éleves de cholestérol plasmatique et 

developpent des maladies cardiovasculaires à un âge avancé.Suite à ce 

type de maladie ils décèdent plus rapidement que les individus 

montrant des concentrations en cholestérol plasmatique faibles. 

S) Les Japonais présentent en moyenne, un niveau de cholestérol 

inférieur à celui des Américains et sont moins enclins à développer 

des CHD. Mais on observe que . s· ils migrent vers l'Amérique, leur taux 

de cholesterol augmente, probablement suite a un changement 

d 'alimentation, ainsi que la propension à développer les CHD. 

6) Enfin. des études ont montré que le risque de CHD peut être réduit 

s1 le taux de cholesterol plasmatique est abaisse grace a des 

modifications alimentaires ou suite à des traitements par drogues 

(Lipid Research Clinics Program. I 984a-b ). 

1.4.2. Correlauon negative entre HDL et atherosclerose: 

Les études epidemiologiques ont démontré à suffisance le rôle 

majeur de l'athérosclérose dans la mortalité cardiovasculaire et 

globale . Cependant, mesurer uniquement le cholesterol total semble 

désormais dépassé.car il n'apparaît plus comme le meilleur élément 

predictif du risque cardiovasculaire. L'étude de Framingham, celle-là 

même qui avait mis en évidence l'effet de l'hypercholestérolémie. il y 

a une qumzame d 'annees. a reveJe Jîmportance du taux de HDL 

(Gordon. 1977 ). 

Ainsi dans cette étude épidémiologique de grande envergure. la 

maladie coronarienne est moins fréquemment observée chez les 

personnes présentant des taux eJeves de HDL. De plus , "si Je taux de 

HDL est trop bas, même chez les patients possédant une 

4 



cholesterolemie entre 180 et 220 mg/dl. les resultats de l'etude de 
framingham montrent que ces personnes ont. dans les quatre années 
suivantes, la mëme fréquence d'attaques cardiaques que celles 
possédant des taux élevés de cholestérol". 

La correlation negative entre Je taux de HDL pJasmattques et Je 
risque d ·athérosclérose est bien établie (Steinberg, 1987 J. 

Par ailJeurs, en pathologie humaine, les patients atteints de la 
maladie de Tangier ont des taux de HDL plasmatiques très bas et 
accumulent des quantites importantes de cholestérol dans de 
nombreux tissus: la rate. les ganglions. la muqueuse intestinale et les 
vaü:seau:x sanguins (Ducobu et Dupont. 1981 ). 

En dépit le la valeur prédictive réelle des HDL. le mécanisme qui reiie 
Je risque cardmvascuJaire eleve aux taux faibles en HDL reste inconnu. 
11 est cependant vital de tenter de comprendre la nature de cette 
relation afin de développer une stratégie adéquate d'intervention sur 
les HDL. 
Par exemple , il n·est absolument pas prouve qu ·en augmentant les 
HDL. on pourra reduire le risque cardiovasculaire, même si très 
récemment, Badimon et al (1990) ont obtenu chez des lapins une 
régression des lésions athéroscléreuses par injection intraveineuse de 
fractions plasmatiques d'HDL-VHDL. 
Actuellement. nous ne pouvons que spéculer sur la nature de ce lien 
"HDL peu élevées-risque CV elevé". 

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer la "protection" 
assuree par des taux eJeves de HDL (Gru;dv. l 99lfr 

-les HDL faciliteraient l'efflux de cholestérol à partir des cellule~ 
de la paroi artérielJe. Dans ce cas, des anomalies génétiques 
accompagnées de taux faibles en HDL devraient se manifester par une 
atheroscJerose prematuree: ce qui ne semhle pas Je cas pour la maladie 
de Tangier lSchaefer, .1980). 

-une concentration faible en HDL pourrait refleter la présence 
d'autres lipoprotéines athérogéniques. Ainsi. en présence d'une 
hypertr1glycer1demie. Jes esters de choJesteroJ des HDL seraient 
davantage échanges pour des triglycérides et la concentration en HDL­
cholestéroJ chuterait. 

s 
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1.4.3. Intervention d 'autres facteurs dans l'accumulation mtraartenelle 

de cholestérol: 

Il est clair qu 'un taux faible de HDL pourrait n 'être qu'un 
ep1phenomene asssocie à d 'autres facteurs de risque CV tels que Je 

tabac, l'obésité, le manque d'exercice, une perturbation de la tolérance 

au glucose. par exemple. 

De plus. la perméabilité endothéliale, l'environnement oxydatif de 

J'espace sous-endothelial, la permeab1lite de la memhrane elastique 

interne et l'affinité des lipoprotéines pour la matrice intercellulaire 

dans l'intima peuvent aussi jouer un rôle important dans 

l'accumulation du cholestérol dans la paroi artérielle . 

2 Le mètabolisme du cholestérol 

2.1 Le cholestérol dans tes cellules: 

2.1.1. Le cholestérol non estérifié 

Le cholestérol est Je stérol Je plus abondant chez les mammifères. 

C'est une moJecule possédant une tëte polaire representee par un 

groupement hydroxyle en position 3. le reste de la molécule étant une 

structure rigide non polaire.(-voir schema ci-contre). 

Le cholestérol est un constituant important des membranes 

plasmiques d 'eucaryotes, ou il Joue un rote dans le maintien de la 

stabilité, de la fluidité et de la permeabilité de ces structures. 

Sa répartition n 'est pas uniforme dans les membranes : il 
semblerait que sa concentration soit plus élevée dans les membranes 

plasmiques que dans les membranes intracellulaires. L'·etude de sa 

distribution a été facilitée grâce à l'utilisation de la filipine, un 

antibiotique qui se lie spécifiquement à la molécule. 

Dans les membranes plasmiques, le cholestérol est exclu de certaines . . 
regions comme les "tight 1unct1ons .. et les "gap 1unct10ns" et sa 

concentration est plus faible dans les "_coated pits" (Yeagle, 1985). 
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2 .1.2. Les esters de cholestérol: 

L'alcool libre présent en position 3 peut être estérifié par des acides 

gras et le cholesterol devient alors une molécule hydrophobe . 

Le cholestérol estérifié constitue la forme de transport et de 

stockage du cholestérol .Celui-ci peut être utilise comme précurseur 

d'hormones stéroïdes dans différents organes tels que les testicules, 

les ovaires et le cortex surrenalien. 

Les cellules surchargées en cholestérol. l'estérifient pour le 

stocker sous forme de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme. Les 
hépatocytes et les cellules muqueuses de l'intestin estérifient le 

cholesterol pour l'introduire dans les lipoprotemes riches en 

cholestérol tNorum et al, 1983). 

Deux enzymes catalysent l'estérification du cholestérol. Il s'agit 

de l'acyl cholestérol acyltransférase (ACA T) dont l'action est 

mtracellula1re et la lecithin cholesterol acyltransferase 1LCA î'l a acuon 

extracellulaire. 

2.1.3 . Régulation du cholestérol non estérifié membranaire: 

Goldstein et Brown (197 4) ont montre que le cholestérol non 

estérifié libéré par l'hydrolyse lysosomale des LDL etait utilise par les 

cellules pour leur synthèse membranaire. Afin d 'éviter une surcharge 
de choJestérol membranaire, Ja cellule a mis en pJace differents 

mecanismes protecteurs. Suite à l'apport du cholestérol par les LDL. se 

produisent une inhibition de la 3-hydroxy-3-mèthylglutaryl coenzyme 

A réductase (HivIG-CoA réductase), enzyme clef dans la synthèse du 
cholesterol cellulaire , l'tnhib1tion de la synthese des recepteurs a LDL 

et une stimulation de l'ACAT qui estérifie le cholestérol cytoplasmique. 

2.2. Le cholestérol dans les fluides biologiques. 

2.2.1. Le cholestérol plasmatique: 

Dans la lymphe et le plasma des animaux. le cholestérol est 
transporte sous forme de Jipoproteines. complexes macromoléculaires 

ï 
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Fig. 2a Représentation schématique d 'une lipoprotéine plasmatique. 
(Lehninger. 1970) 

Densité Diamètre Mobilité IIJo .,, Lipides principaux Lipoprotéines en gel {g/ml) (nm) d'agarose lipides protéines (f/, des lipides totaux) 

Cl:ylomicrons < 0 ,95 100-500 origine 98 2 Triglycérides 90 'io 
VLDL 0,95-1,006 30-100 pré P 92 8 Triglycérides 60 'lo 

Phospholipides 15 IIJo 
Cholestérol 20 .,, 

IDL 1,006-J ,019 25-30 p Triglycérides 
35 "' Phospholipides 15 '7o 

Cholestérol 45 IIJo 
LOL 1,019-1,063 20-25 p 75 25 Phospholipides 30 "• 

Cholestérol 60 .,, 

HDL ),063-1,21 10 ŒI 45-60 40-55 Phospholipides 40 .,, 
Cholestérol 40 "• 

Fig. 2b Principales caractéristiques des différentes lipoprotéines 
plasmatiques humaines. (Mathé et Lutton, 1984'1 
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A, B,C 
B, C,E 
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consutues de lipides et proteines associees par des liaisons de faible 

énergie lMathé et Lutton, 1984). 
Ces lipoprotéines sont constituées d'un "core" hydrophobe 

contenant des triglycérides et du cholestérol estérifié et d'une 
enveloppe hydrophile formee de cholesterol libre. de phospholipides 
et d 'apolipoprotéines spécifiques (voir schéma ci-joint). 

Selon leur densité hydratée, les lipoprotéines sont classées en 4 

groupes. chez l'homme: 
-chylomicrons d , 0,95 g/ml 
-VLDL 0,95 < d < 1,006 
-LDL 1.0 l 9 , d ~ 1,063 
-HDL 1.063 , d , 1.21 
Les caracteristiques principales des différentes Jipoprotemes sont 

resumées dans le tableau ci-joint (Mathé et Lutton , 1984). 

Dans le plasma. ces lipoprotéines subissent une série de 
transformations comprenant des echanges de lipides entre les 
différentes classes et.la conversion de lipoprotéines en lipoprotéines 
différentes. Le choJestèrol joue un rôle important dans ces évènements 
.métaboliques (Mathé et Lutton. 1984). 

2.2.1 .1 Caractéristiques des différentes lipoprotéines et de leur 
metabolisme: 

l )Les chylomicrons sont les Jipoproteines de grande taiHe Î l 00 a 
1000 nm de diamètre) . Ils sont synthétises par les cellules muqueuses 
de l'intestin et leur rôle est de transporter le cholestérol et les 
triglycérides d'origine alimentaire, absorbés au niveau de l'épithélium 
mtestmal. dans le pJasma et dans Ja lymphe. 

Dans le plasma. ils subissent l'action de la lipoprotéine lipase 
(enzyme présent à la surface des cellules endothéliales ) qui hydrolyse 
leurs triglycérides et produit ainsi des lipoproteines relativement 
défic1entes en trigJycerides qu'on appeJle "remnants". Les "remnants" 
sont enrichis en cholestérol. rapidement et efficacement éliminés du 
plasma via le foie (MahJey et Innerarity, 1983). 

2)Les VLDL sont des particules (leur diamètre varie de 30 à 90 
nm "i dont Jes triglycérides constituent le composant lip1d1que ma1eur . 
Elles ont une mobilité éJectrophorètique pré-B. Elles sont produites par 
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le foie et l'intestin I Mathe et Lutton. 1984 ·1. Leur metabolisme 
s'apparente à celui des chylomicrons ( des triglycérides transportés 
dans le sang par les VLDL et les chylomicrons génèrent des acides gras 
libres utilisés comme source d'énergie par différentes cellules).Mais 
leur degradat1on complete conduit a la formation des LOL, parucules 
enrichies en ap{) B. 

3) Les LDL sont les lipoprotéines responsables du transport du 
cholestèrol dans le plasma. 

Les LDL presentem une mobilité electrophoretique f3 et ont un 
diamètre de 20 nm. 

4) Les HDL et le système HDL constituent un groupe hétérogène 
de lipoprotéines de petite taille parmi lesquelles on distingue. selon 
leur compos1t1on et leur ctensite: les HDL2 et les HDL3 et une classse 
minoritaire les HDL 1. 
ElJes font partie du système HDL qui comprend également différents 
enzymes (la LCAT lecithin: cholesterol.acyltransferase. la LPL 
hpoproteme lipase et HL lipase hepatique ·, Jes protéines de transf en 
de lipides et des lipoprotéines riches en triglycérides. 

Ces particules sont relativement riches en proteines .ce qui rend 
compte de leur densité élevée ;elles contiennent également des 
phospholipides , des esters de choJesterol, du cholesterol libre et des 
triglycerides. 

Le metabolisme des HDL est complique et est schématise ci­
contre (Small. 1967). 

Les particules synthetisees par Je foie contiennent l'apo A- I et. 
l'apo E tandis que celles synthétisées par l'intestin contiennent l'apo A­
I et l' A-II. De plus. elles sont sécrétées sous 2 formes . 

I.&s HDL discoîdales sont sécrétées avec très peu de CH libre et. 
celles qu1 possedent l' apo A- L acceptent le CH provenant de tissus ou 
de cellules et peuvent ainsi initier un mouvement net de cholesterol 
des tissus vers le plasma. Ces HDL enrichies en CH contiennent des PL, 
du cholestérol libre. de l'apo A-1 en surface. Elles constituent un 
excellent substrat pour l'enzyme LCAT qui convertit les PL et le 
cholestérol libre en ester de cholestérol. Cette réaction transforme les 
HDL discoïdales en HDL3 ou HDL sphérigues. Lorque la majorité du 
substrat de cette réaction ( phosphatidylcholine et CH libre) est 
consommee, la particule HDL3 peut accepter une nouvelle source de PL 
à partir de la surface des chylomicrons "remnants" et des VLDL. Ces 
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Apolipoproteins and their association with human diseases 

Apo-
protein 

A-1 

A-li 

A-IV 

B-100 

B-48 

Cl 

CIi 

Clll 

E 

Plasma 
concentration 
(mg/ ml) 

1.0- 1.2 

0 .3- 0.5 

0.16 

0.7- 1.0 

0.04-0.06 

0.03-0.05 

0. 12 - 0. 14 

0.025 - 0.050 

lsoelectric M.W. 
point (pl) 

5.85-5 .40" 28K 

5.0 

5.5 

8.5K 

46K 

550K 

Function 

Activates LCA T 

Receptor-mediated 
catabolism of LOL 

275K Chylomicron produc-

7.5 6.5K 

4.9 9K 

4.7-5 .ob 9K 

tion 

Activates (moder­
ately) LCAT 

Activates lipoprotein 
lipase 

Inhibits catabolism 
of triglyceride-rich 
lipoproteins 

6 .0- 5. 7c 34.2K Receptor-mediated 

catabolism of 
apoE-containing 
lipoproteins 

Association with 
clinical disorders 

Tangier disease; 
apoA-1-apoCIII 
deficiency; athero­
sclerosis 

Abetalipopro­
teinemia; normo­
triglyceridemic 
abetalipoproreine­
mia (B-100 defi­
ciency); athero­
sclerosis 

Familial Type I 
hyperlipopro­
teinemia 

ApoA-1- apoCIII 
deficiency 

Familial Type Ill 
hyperlipopro­

teinemia 

• The isoelectric points of àpoA-1 isoproteins are: apoA-12 = 5.85; apoA-13 = 5.74; apoA-1 4 = 5.65; 
apoA-15 = 5.52; apoA-16 = 5.40. The major plasma isoprotein is apoA-14. 

b The isoelectric points of individual apo CIII isoproteins are: apoClll-0 = 5.0; apoClll-1 4.85; 
apoClll-2 = 4.65 . 
c The isoelectric points of individual apoE3 isoproteins are: apoE3 = 6.02; apo E3,_ 1 5.89: 
apoE3,_ 2 = 5.78 ; apoE3,_ 3 = 5.68 . The isoelectric points of the common apoE variants are apoE2 = 
5.89; apoE4 = 6. 18. 

Fig. 4 Caractéristiques des différentes apoliprotéines et leur 
associat10n dans Jes maladies humaines. Œreslow, 1987) 



"remnants '· fusionnent avec les HDL3 pour former une particule plus 

large et riche en phospholipides. les HDL2a. Comme la surface de ces 

HDL2a est plus grande . les apolipoproteines peuvent ëtre étirées dans 

la phase aqueuse. Ces HDL riches en PL sont de bons accepteurs de 

cholesterol libre et constituent un bon substrat pour la LCAT. Ce 

mécanisme explique l'élimination du cholestérol des tissus et 

l'augmentation de volume du centre hydrophobe de la lipoprotéine qui 

devient une HDL2b . Une petite fraction de ces lipoprotéines peut 

recevoir l'apoproteine E, augmente en taille toujours grâce à la LCA T, 

puis ces particules sont rapidement capturées au niveau du foie par 

l'intermédiaire des récepteurs à LDL par les apos E/B ou des 

récepteurs des chylomicrons "remnants" (le recepteur pour l'apo E) 

permettant ams1 le retour du CH depuis les tissus periphèriques vers 

le foie. 

2.2.1.2 Fonctions des différentes apolipoprotéines: 

Les apolipoprotéines constituent les composants protéiques 

des lipoprotéines et ont 3 fonctions principales: 

A)EHes aident à la solubilisation du cholestérol et des 

triglycérides: 

B)Elles régulent l'activité de certains enzymes présents dans 

le métabolisme des lipoprotéines: 

CJElles peuvent agir soit comme ligands pour la liaison aux 

recepteurs specifiques ou comme.cofacteurs d 'enzymes. 

Les techniques biochimiques ont permis d'identifier au moins 8 types 

d'apolipoprotéines (voir schéma ci-joint) . 

L 'apolipoproteine A-1 ou apo A-1 :constituant protéique majeur des 

HDL. Sa concentration dans le plasma varie de 1 à 1,2 mg/ml. Elle 

joue un rôle fonctionnel important dans l'activation de la LCAT. 

enzyme responsable de l'estérification du cholesterol 

plasmatique. 

Elle intervient dans le " reverse transport" du cholestérol à 

partir des tissus périphériques vers le foie. pour son 

excretion. 
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La prot.eine formee d'une seule chaine de 243 acides ammes a 
laquelle viennent s'ajouter une séquence signal de 18 acides 
aminés (prèpeptides) et un propeptide de 6 acides aminés qui 
est clivé dans le plasma (Sidoli et al, 1987). Elle est synthétisée, 
chez les mammifères dans le foie et l'intestin, en quantüe 
équivalente. Actuellement, on a démontré qu'il existait une 
correlation négative entre l'Apo A-1 et les CHD au mëme titre 
que celle qui existe pour les HDL (Brunzell et al.1964). 

L'apo1ipoprotèine A-IJou Apo-11 : represente Je second constituant des 
HDL, environ 20% de composition protéique. 
Sa concentration plasmatique varie de 0.3 à 0,5 mg/ml 
ln v1tr(J. elle est capable d'activer la lipase hépatique, 
d 'mhiber Ja LCA T et de depJacer l' A po A- J des HDL. 
ln vivo. aucun rôle physiologique ne lui est connu. 
Elle est synthétisée dans le foie et l'intestin (Breslow, 1987 ). 
Elle existe sous la forme d'un dimère constitué de deux sous­
unjtes identiques de 77 acides amines chacune. rehees de facon 
covalente par un pont disulfure. 
Elle possède une séquence signal de 18 aa suivie d'un 
propeptide de 5 aa (Sidoli et al, 1987). 

L'apoprotéine A-IV ou Apo A-IV: découverte comme constituant 
majeur des HDL chez le rat, elle représente un constituant mineur 
des HDL humaines. 
Eue existe principalement. dans Ja fraction non Jipoprot.eique 
du plasma. 
Sa concentration plasmatique chez l'homme est de 0, I 6 
mg/ml. Il semblerait qu 'eUe joue un rôle fonctionnel dans la 
b10genese et la secret.ion des lipoprot.emes intestinales riches en 
triglycérides mais aucune preuve n'a encore été fournie . 
ln ritro elle active la LCA T. 
Elle est synthétisée dans le foie et l'intestin. 

L'apoprotéine C-1 ou Apo C-1: Constituant des VLDL et HDL. Elle 
représente 10~ du contenu protéique dans les VLDL et 2~ 
dans les HDL. Sa concentration plasmatique varie de 0,04 à 

0.06 mg/ml chez l'homme. 
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ln vitra elle active la LCAT mais moins efficacement que l'apo A­
I. Aucun rôle physiologique ne lui a été attribué. 
Elle est constituee d'une chaïne protéique de 57 acides 
aminés et est synthétisée principalement dans le foie . 

L'apolipoprotèine C-II ou apo Ç-11 est le constituant des VLDL et HDL 
dont elle represente respectivement 10 et 1 % des protéines. 
Sa concentration plasmatique est comprise entre 0,03 et 0,05 

mg/ml. 
Elle constitue un cofacteur de la lipoprotéine lipase qui 
catalyse l'hydrolyse des triglycérides des 
chylomicrons et VLDL. 
C'est un peptide compose d·une seule chame de 78 ou 79 
acides aminés. Elle est synthétisée surtout par le foie et à 

un degré moindre dans J'intestin. 

L·apolipgp_roteme C-JJ loll. ap_o_C-:-U I est la plus abondante des apo C. 

Elle représente respectivement 2% et 5% du contenu protéique 
des HDL et des VLDL. 
Sa concentration plasmatique varie de 0.12 à 0, 14 mg/ml. 
J.n vitro. elle intervient dans le catabolisme des lipoproteines 
riches en triglycérides, par inhibition de la lipoprotéine lipase et 
de la lipase hépatique . 
Elle est constituée d'une seule chaîne protéique composée de 
79 acides amines et existant sous au moms 3 formes 
polymorphiques dépendantes de leur contenu en acide 
sialique à la fin de la chaïne carbonée. Elle est synthètisee 
au niveau du foie principalement. 

L'apolipoprotéine E qu apo E est un composant des HDL et VLDL dont 
elle représente 2% et 10 à 20% du contenu protéique 
respectivement. 
Sa concentrat10n plasmatique varie de 0,025 a 0.050 mg/ml. 

Elle peut être reconnue par des recepteurs à haute affinité et 
peut médier la liaison, l'internalisation et le catabolisme de 
certaines lipoprotéines. 
Elle sert de ligand pour le recepteur B/E des LDL et pour le 
récepteur à apo E des "remnants" de chylomicrons et des HDLc 
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enrichies en cholesterol. 
L'apo E mature est constituée d'une seule chaîne protéique 
composée de 299 acides aminés dont la région reconnue par le 
récepteur est située entre les résidus 140 et 1 SO. Sa 
synthese a lieu dans le foie. 

L apoJipoproteine B ou apo B est presente dans les LDL, les 
chylomicrons 

et les VLDL. Sa concentration dans le plasma varie de 0.7 à 

1 mg/ml. 
Elle Joue un rôle physiologique dans la secretion des 
lipoprotéines riches en triglycérides intestinales et hépatiques et 
dans la reconnaissance des LDL par leur récepteur spécifique . 
Il s'agit d'une glycoprotéine qui existe sous 2 formes . 
appelees apo B-100 et apo B-48 (Sidoli et al, 1987'1. 
L'apo B -100 est un peptide de 500 Kd, qui est produit 
principalement dans le foie. Elle constitue le ligand du 
récepteur des LDL. Son étude est très difficile car c'est une 
proteine tres insoluble. 
L'apo B-48 est synthétisée dans l'intestin et constitue 
l'apolipoprotéine principale des chylomicrons. EIJe est 
inchangeable et demeure dans les chylomicrons durant tout 
leur metabolisme. 

2.2.2 Les sels biliaires 

En 1943. Bloch et al. montraient que le cholestérol hépatique 
ètait dégradé en acides biliaires. Les 2 principaux acides produits sont 
l'acide cholique et l'acide chénodéoxycholique. Ils sont synthétisés 
dans le foie via une serie de réactions oxydatives et metabohquement 
irréversibles modifiant le noyau et la chaîne latérale du cholestérol 
(.Mathé et Lutton.1984). 

Les modifications nucléaires débutent dans la fraction 
m1crosomale; les molecules modifiées subissent les oxydations dans les 
mitochondries et aboutissent à la formation des acides biliaires. Ceux-
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ci sont alors conjugues à de la glycine et a de la taurine ce qui 

augmente leurs propriétés de détergent. Ils sont e·nsuite sécrétés dans 

la bile où ils participent à la digestion des lipides et à la solubilisation 

du cholestérol excrété, par le foie, dans la bile. 
Les mécanismes par :lesquels le cholestérol est sécrète dans 
la bile sont encore mal connus : 2 théories sont proposées : 

- le cholesterol serait solubilisé, suite a une interaction avec 

des lipides ou phospholipides plus polaires et avec les acides 

biliaires, avant d 'ètre secretè dans la bile 
- le cholestérol formerait des complexes avec la lécithine dans les 
membranes des canalicules biliaires: ceux-ci seraient détachés 

par les acides biliaires pour former des micelles mixtes. 

JJ est etabli que le cholesterol existe dans la bile sous forme de 

micelles contenant des acides biliaires et de la lécithine (Carey et 

Small.1978 ). Cependant, il est suggéré que le cholestérol peut aussi 
quitter les cellules hépatiques sous forme de complexes cholestérol­
Jecithine ou ves1cuJes. (Kibe et al , 1984 ·1 Ces vésicules seraient 

probablement formées dans les cellules hépatiques et seraient 
secrétées directement dans la bile, indépendamment des acides 

biliaires. Beaucoup de recherches sont encore à réaliser dans ce 
domaine .iGrundy, 1986 ·, . 

2.3 Transport et mobilisation cellulaires du cholestérol. 

Au niveau cellulaire, on connait différentes voies d'entrée et de 
sortie du cholestérol contrôlant l'homéostasie cellulaire du cholestérol 
(voir schéma ci-joint). 

2.3.1 Les influx 

2 .3.1.1 Voie endogène ou synthèse du cholestérol in situ. 

La synthese du cholestérol s'effectue dans toutes les cellules 

(Mathé et LuttonJ 984). mais le foie est le principal organe du corps 
qui sécrete le cholestérol et dont Je taux de synthèse est soumis à un 

rythme diurne c'est-à-dire qu'il est plus important le jour que la nuit. 
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La formation du cholesterol est realisèe a partir de l'acetyl CoA 

cytosolique qui dérive de l'oxydation intramitochondriale du pyruvate 

et des acides gras. et elle requiert environ 20 étapes. 

L'étape limitante dans la cholestérogenèse est ;la conversion du 

3-hydroxy- 3 methylglutatyl CoA iHMG-CoA :1 en acide mevalonique: 

réaction catalysée par l'enzyme HMG-CoA réductase. 

L'acide mévalonique subit ensuite toute une série de réactions de 

condensation pour former une chaîne hydrocarbonée appelée squalène 

qui est cyclisée pour donner le lanosterol. 

Cette molécule va subir différentes modifications qui nécessitent 

12 étapes enzymatiques conduisant à l'apparition du cholestérol. 

Différents facteurs peuvent influencer le taux de synthèse du 

cholesterol dans le foie : 

- une alimentation trop riche en calories. chez les obèses. 

augmente sa synthèse ; 

- une concentration intracellulaire très élevée en cholestérol 

inhibe sa synthese . Il existe donc une regulation de la synthese du 

cholestérol par "feedback" . 

' "" 1 2 L . , ... . j. . a v01e exogene. 

a) La pinocytose : mécanisme qui épure les lipoprotéines du 
plasma corn me les autre proteines dans les proportions dans lesquelles 

elles se trouvent dans le milieu. L'influx de cholestérol est donc 

proportionnel à leur concentration plasmatique . La contribution de ce 

phénomène à la captation intracellulaire totale des lipoprotéines est 

:modeste et est estimee chez un sujet normocholestèrolèmique a 

environ 150 mg/h/ 10 exp 6 cellules à 37°C. (Davies et Ross. 1980 J. 

b) Endocytose par récepteurs spécifiques 
Dans ce cas, la liaison des hpoproteines est realisèe par des 

récepteurs membranaires spécifiques et est suivie de leur 

"internalisation". Le récepteur le plus étudie fut découvert par 

Goldstein et Brown ( 1974) et appelé récepteur extrahépatique à 

apolipoprotèines E et B. Ainsi. Jes lipoprotemes contenant de l'apo E ou 

de l'apo B. principalement Jes LOL, se lient à un récepteur de surf ace 
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situe dans une region membranaire appelee "coated pits". Ceux-ci 
s'invaginent alors. forment des "coated vésicles" qui fusionnent avec 
des lysosomes primaires pour constituer des endosomes dans 
lesquelles le cholestérol estérifié est hydrolysé. Le cholestérol est 
ainsi llbere dans le cytoplasme et une partie est utilisée par la cellule 
comme constituant membranaire; l'autre partie induit la régulation du 
cholestérol déjà décrite au point n • 2.1 .3 . 

Un deuxième type de récepteur spécifique existe sur les cellules 
hepat1ques . Celui-ci fixe les lipoprotéines contenant uniquement l'apo 
E. Il intervient principalement dans l'épuration du plasma des 
"remnants" de chylomicrons et des HDLc , lipoprotéines de haute 
densité enrichies en cholestérol et en apo E. 

L'existence d'une troisième classe de recepteurs specifiques des 
lipoprotéines à apoprotéines A est probable, au moins chez le rat. En 
effet, des HDL2 ou des HDL3 se lient spécifiquement et sont dégradées 
dans des cellules isolées de parenchyme hépatique (Nakai et al, 19ï6) 
ou des hepatocytes en culture iGhiselli et al., 1981 i. Les 
caractéristiques de ces récepteurs ainsi que les conséquences de leur 
catabolisme sur le métabolisme intracellulaire du cholestérol ne sont 
pas encore dé ter minées. 

c) Endocytose par des récepteurs de basse affinité -
Ces récepteurs sont egalement appeles "immunoregulateurs" 

(Fielding et Fielding, 1982). Ils sont présents sur les membranes des 
lymphocytes mais également dans les membranes de fibroblastes et 
de cellules musculaires lisses (Fielding et Fielding, 1982 ). Ces 
1mmunorecepteurs ressemblent aux recepteurs a apo B/E des 
fibroblastes mais ils s'en distinguent par le fait que, chez des sujets 
souffrant d'hypercholestérolémie familiale, la stimulation mitogènique 
des lymphocytes reste soumise à la régulation lipoprotéique, celle-ci 
etant realisee par le fait que la liaison seule des lipoprotéines 
plasmatiques sur ces récepteurs a pour effet d'inhiber les premières 
étapes de l'activation des lymphocytes à savoir, le renouvellement du 
phosphoinositoJ. l'entrée de calcium ionisé et le métabolisme des 
nucleotides cycliques f Mathè et Lutton, 1984 'l. 
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d) La rétro-endocytose : ce phenomene est caracter1se par 

une régurgitation possible des lipoprotéines par les cellules qui les ont 

capturées. Il a èté décrit pour la première fois par Aulinskas et al. 

( 1981) dans les cellules musculaires lisses bovines et dans les 

f1brobJastes de peau pour les LDL. 
Schmitz et al. ( 1985) ont montré grâce à une étude 

morphologique, que des macrophages pèritoneaux de souris charges en 

cholestérol internalisent des complexes HDL-or colloïdal . les délivrent 

aux endosomes et que ceci peut ëtre suivi d 'une retro­

endocytose(Takata et al. 1988). 

2.3.2 Les efflux 

2.3.2.1 La synthèse d'hormones stéroïdes 

Les cellules du cortex surrénalien, les ovaires et les testicules 
peuvent transformer des quanti tes importantes de cholesterol en 
hormones stéroïdiennes. 

Les HDL sont la principale source de cholestérol pour les cellules 

du cortex surrènalien. particulièrement chez le rat (Gwynne et 
Mahaffee. 1989) .Kovanen et al.(1979 '1 ont demontre la presence de 

sites de liaison à haute affinité pour les HDL sur des fractions de 

membranes provenant de cortex bovin et également de sites de liaison 
à haute affinité pour les HDL sur le cortex foetal humain (Norum et 

al.. 1983 'i. 
En ce qui concerne les gonades, chez le rat il semblerait que les 

HDL soient aussi la principale source de cholestérol exogène (Talavera 
et Menon, 1989). Il a été montré sur des membranes provenant de 

testicules foetaux humains et bovins la presence de sites de liaison à 

haute affinité pour des LDL (Brown et al., 1979 ). 11 faut remarquer 

également qu'en plus de la liaison â haute affinité pour les 

lipoprotéines dans les gonades et les surrénales, l'activité de la HMG­
CoA reductase est tres èlevee indiquant que de grandes quanutes de 

cholestérol sont nécessaires à ces cellules (Norum et al., 1983). 
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2.3 .2.2 Le "reverse cholesterol transport" 

Nous avons vu que les tissus extrahèpatiques peuvent accumuler 
le cholestérol par de nombreux processus. principalement par 
l'endocytose de LDL et par la synthese de cholesterol in situ Le 

"reverse cholesterol transport" est le mécanisme qui permet aux 

cellules extrahèpatiques d 'eliminer le cholestérol, via un retour au 

foie où il est peut être excrété. Ce schéma a été proposé par Glomset 
et Noru mi 1973) qui postulent que les HDL peuvent recuperer le 

cholesterol à partir de cellules surchargées en cholestérol. Le stérol 

est alors estérifie par la LCAT et éventuellement fourni au foie soit via 
un transfer du cholestérol estérifié aux VLDL ou aux chylomicrons ou 

soit par la prise directe du cholestérol des HDL par le foie 
(Catapano.1987 ). 

Le cholestérol qui est retiré de la surface membranaire des 
cellules est exclusivement non estérifié (Grundy .1986 ). Il faut 
egalement noter que l'accepteur du cholesterol membranaire n ·a pas 

encore été déterminé avec certitude; plusieurs candidats ont été 
proposes dont : 

- les HDL naissantes: 
- une sous-fraction des HDL: 

- l'apo Al : 

- l'albumine: 

- un complexe de protéines composés d'apo AI. d 'apo D et de LCAT. 
(Fielding et Fielding, 1982 ). 

Si l'accepteur primaire du cholestérol n ·a pas encore ètè 

déterminé avec certitude. l'HDL constitue cependant une lipoprotéine 
qui reçoit beaucoup de cholesterol provenant des membranes. Le 

cholestérol nouvellement estérifié peut entrer dans des HDL de petite 

taille préférentiellement les HDL3. Les HDL3 circulantes peuvent ëtre 

transformées en HDL2, particules plus larges et enrichies en esters de 

cholesterol.. L'étape finale du ··reverse cholesterol transport" est la 
récupération partielle du cholésterol par le foie grâce aux récepteurs 

pour les apoE présents dans la membrane des hèpatocytes. 
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2.3.3 Rôle des HDL dans le "reverse cholesterol transport" 

Si beaucoup d'informations sont déjà connues en ce qui concerne 
le recepteur des LDL et leur interaction avec les cellules, il n·en est pas 
de même pour les HDL. 

Plusieurs études ont mis en évidence l'existence d'un récepteur 
spécifique pour les HDL sur certains types cellulaires 
e:xtrahépathiques. Graham et aJ. ( 1987), grace a la technique du 
"ligand blotting", ont mis en évidence une protéine de 110 Kdaltons 
presente, en abondance. sur les macrophages. et qui lie les HDL. Cette 
protéine lie les HDL3 apoE free et son activité de liaison augmente 
iortement quand les celJules sont traitees avec du cholesteroJ. 
L'interaction de la HDL avec son récepteur faciliterait Je transport du 
cholestérol des cellules vers la lipoproteine (Oram et al., 1983 ). 

En 1988. Kambouris et al. ont mis en évidence sur les membranes 
de cellules Hep G2 , une proteme de 80 Kdaltons qui lie spec1f1quement 
les HDL3 . 

L'analyse de l'interaction des HDL avec les cellules mène a 
différentes interprétations souvent opposées en ce qui concerne le 
mècanisme d'èJim ination du cholestérol cellulaire par les HDL. Ams1 , 
selon Oram. la liaison spécifique des HDL à la cellule facilite le retrait 
du cholestérol des cellules. mais Karlin ( 1987) propose lui que la 
liaison des HDL n'inclut pas un transfert de cholestérol des cellules 
vers les HDL 

2.4 Mobilisation du cholestérol dans le plasma 

2.4. l La lipoproteine lipase 

Il s'agit d'une enzyme qui joue un rôle important dans la 
production des LOL et surtout des HDL. 

Sa fonction principale est de catalyser l'hydrolyse des 
triglycérides présents dans le "core" des chylomicrons et VLDL 
circulants. 
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EXTRAHEPATIC CAPU.LARY 
TISSUES ENDOTHELIUM VASCULATUAE 

Fig. 6 Transformations des lipoprotéines suite à l'hydrolyse des 
triglycérides, des chylomicrons et des VLDL par la lipoprotéine lipase . 

fFFA : acides gras libres). (Garfinkel. 1987) 



Les substrats et les reactions de catalyse de la LPL figurent sur le 
graphe ci-joint (Garfinkel 1987) 
La LPL est synthétisée dans les cellules parenchymateuses de 
différents tissus . sécrétée et liée aux cellules endothéliales (Nilsson­
Ehle et al. , l g8o 'I. Sa synthese a ètè démontree dans des pread1pocytes 
(Chajeh-Shau1 et al, 1985 ). des adipocytes lVydelingum et al.1983) des 
cellules mesenchymateuses de coeur (Chajeh-Shaul et al , 1985) dans le 
coeur intact de rat (Stum et al. 1984). dans le coeur, le diaphragme, la 
graisse brune et le foie de souris néonatale (Olivecrona et al, l 98 5 :,. De 
plus, la LPL est synthétisé dans les macrophages, et dans le cas ou 
ceux-ci sont présents en tant que constituants normaux d'un tissu 
comme dans le poumon (Okabe et al, 1984) ces cellules deviennent la 
source majoritaire de production de l'enzyme au lieu des cellules 
parenchymateuses. Le site de l'action physiologique de cette enzy me 
est donc ta surface endothéliale des capillaires où les lipoprotéines 
circutantes sont liées brièvement et leurs triglycérides hydrolysés. 
Les acides gras ainsi liberes sont disponibles pour d'autres tissus 
comme source énergétique ou réestèrifiés pour être stockes comme 
triglycérides. 

Les lipoprotéines riches en triglycérides comme les chylomicrons 
et les VLDL, ayant subi l'action de la LPL , deviennent des "remnants" 
de chylomicrons ou des IDL qui sont élimines par le foie . Leurs 
composants de surface . les phospholipides, te cholestérol libre et les 
apoliprotéines sont alors transférés aux HDL3 qui deviennent aussi des 
HDL2 . 

Elle est activée par l'apo C-1 I. 

2.4.2 La lipase hépatique 

Elle est localisée à la surface des cellules endothéliales du foie . Il 
s'agit d 'une phospholipase qui joue un rôle dans le retrait des HDL du 
plasma. 11 a été montré qu 'il existe une corrélation négative entre la 
concentration en HDL2 et l'act1vite de la lipase he pat1que f Van ToJ et 
al., 1978 ). Ceci atteste donc bien l'hypothèse que la lipase hépatique 
joue un rôle dans la dégradation des HDL du plasma. 
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Fig. 7 Rôle de la LCA T dans la transformation des HDL. Les HDL 
sphériques et discoïdales augmentent dans le foie , l'intestin et la 
circulation suite à la lipolyse des VLDL et chylomicrons car elles 
reçoivent un excès de phospholipides (PL), de cholestérol (C) et 
d ·apolipoproteines I A et C'l. Elles sont alors transformees en HDL3 et 
HDL2 par l'action de la LCAT. Uonas, 1987) 



2.4.3 La LCAT 

Cette enzyme est responsable du retrait d'une chaîne acyl de la 
lécithine et du transfert de celle-ci sur une molécule de cholestérol 
Jibre. 

Elle est synthétisée par le foie et est sécrétée dans le plasma où 
eJJe existe sous forme libre ou associée à des lipoprotéines. Les HDL 
constituent son substrat préféré, principalement les HDL naissantes 
discoidales . 

Elle est activée par l'apolipoprotéine A-1 présente dans les HDL; 
Jes esters de cholestérol produits lors de son activation sont stockés 
dans le "core" des HDL, celles-ci étant capables de les transférer à 

d ·autres lipoprotéines ou aux membranes plasmiques cellulaires. La 
LCAT joue donc un rôle important dans la maturation des HDL (voir 
schéma ci-joint). 

En diminuant le contenu en cholestérol libre des lipoprotéines. la 
LCAT affecte le contenu en cholesterol des membranes et participe 
donc au maintien de la structure des membranes.et indirectement au 
contenu cellulaire total en cholestérol (Jonas, 1987). 

:3-Le transP-ort du cholestérol et l'athérosclérose 

3.1 Les lipoprotéines athérogéniaues 

3 1 .1 Les B-VLDL 

Ce sont des lipoprotéines contenant de grandes quantites d'esters 
de cholestérol. peu de triacylglycérols, des apos B et E et qui 
apparaissent dans le plasma d'animaux recevant une aJimentauon 
riche en graisses et cholestérol et chez les personnes souffrant 
d'hyperlipoprotéinémie de type III. Chez ces individus, on assiste de 
plus. à une mauvaise élimination des B-VLDL par les voies hépatiques 
et extrahèpatiques suite a une structure anormale de leur 
apolipoprotèine E. 

Elles ont une migration électrophorètique de type B. 
Les B-VLDL peuvent se lier à un récepteur présent à la surf ace 

des macrophages dérivant de monocytes humains: eJJes sont alors 
internalisées. hydrolysées dans les lysosomes et le cholestérol libéré 
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est reesterifie avec de l'oléate pour ètre stocke sous forme de 
gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme, donnant aux macrophages 
l'aspect de "foam cells". Ces B-VLDL pourraient être à l'origine d'un 
engorgement lipidique des macrophages et jouer un rôle dans la 
pathogenése de l'athèrosclerose (Gianturco et Bradley, 1987). 

3.1.2. Les LDL modüiées 
Des LDL modifiées pourraient apparaitre dans le plasma, amsi 

que lors de l'agrégation plaquettaire et dans certains états 
pathologiques. Il y aurait libération de malondialdèhyde qui modifie 
les LDL (Fogelman et al .1980 ). Ces LDL modifiées entraîneraient 
l'accumuJat1on d ·esters de cholesterol dans les macrophages gr ace a un 
recepteur spécifique sur ces cellules . 

Les études de Henrik sen et al. ( 1983) ont montre que les LOL. 
peuvent être dramatiquement altérées suite à une incubation avec des 
ceJlules endothéliales ou des cellules musculaires lisses : une 
modification oxydative présumée engendre des LDL modifiées qui 
peuvent ëtre reconnues par un récepteur à LOL acétylées (Gianturco et 
Bradley, 1987). 

Toutes ces modifications ont pu ëtre realisëes. in i-1i.ra. par 
acétylation ou par traitement chimique à la malondialdehyde des LDL. 
Elles ont pour effet d'augmenter les charges négatives des LDL en 
abolissant la charge positive du groupement lysine (Mahley et 
Innerarity, 1983). 

Le récepteur à LDL acétylées est présent sur les cellules d'origine 
reticulo-endothéliale comme les macrophages et les cellules 
endothéliales. Les LDL acétylées. par la liaison au récepteur. entrent 
dans la cellule par endocytose et sont fournies aux lysosomes ou 
l'apoprotéine est dégradée et les acides aminés sécrétés dans le milieu 
de culture. Les esters de cholestérol sont hydrolyses , le cholestérol 
produit est réestérifié dans le cytoplasme par l'ACAT et peut être 
rehydrolyse par une esterase neutre cytoplasmique. Ce cycle se 
perpétue jusqu'à ce que le cholestérol soit repris par un accepteur et 
ainsi retiré de la cellule. Dans le cas contraire, il y a une accumulation 
des esters de cholestérol dans la cellule sous forme de gouttes 
lipidiques qui donnent l'apparence de "foam cells" aux macrophages et 
qui sont souvent associées aux lésions athëromateuses. 
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3.2.Anomalies du .. reverse cholesterol transport": 

3.2.1.Déficience en LCAT: 

L'estérification du cholestérol intravasculaire étant 
presqu ·entièrement réalisée par la LCAT, on pourrait s'attendre a une 
abondante accumulation de cholestérol dans les tissus et à une 
atherosclerose prematuree chez les personnes souffrant de defic1ence 
familiale en LCAT. Cela ne semble pas être le cas ou en tous cas les 
anomalies sont modèrèes (Reich! et Miller, 1989 ). 

3.2.2 .Dèficience en HDL: 

Les patients présentant une absence de HDL due à des anomalies 
du groupe de gènes des Apo A-I.C-111 et A-IV. développent une 
atheroscJerose prematuree et severe. sans eJevation du rapport 
plasmatique CL/CE (Norum et al. 1982 ). Ce qui signifie que des 
lipoprotéines autres que Jes HDL peuvent servir de substrat pour la 
LCAT in vivo 



But du travail: 

Nous avons souligné, en accord avec Miller et Miller 
( 1975),l'importance des HDL dans la pathogenese des maladies 
cardiovasculaires, particulièrement dans l'athérosclérose. 

Differents travaux ont etè récemment consacres a J'etude du rôle 
des HDL dans l'efflux de cholestérol à partir de diverses cellules et 
notamment des cellules endothéliales. 

En effet, l'endothélium constitue le site primaire d'interaction 
entre la paroi du vaisseau et les lipoproteines plasmatiques. 

Slotte et al (1987) ont montré que des fibroblastes humains et 
des cellules endothéliales aortiques bovines possédaient des 
récepteurs membranaires pour les HDL favorisant l'efflux de 
cholesterol. 

Tauber l 1981) a observé une augmentation du nombre de sites 
de liaison pour les HDL à la surface de cellules endothéliales 
vasculaires bovines quand celles-ci sont en contact avec des quantités 
eJevèes de 25-hydroxy-cholestérol. 

Savion et al (1989 J ont étudié l'efflux de cholestérol dans les 
cellules endothéliales et musculaires vasculaires bovines. 

Notre laboratoire souhaite également orienter une partie de ses 
travaux dans cette direction en utilisant des cellules endothehales 
humaines obtenues à partir des cellules en culture de la veine 
ombilicale (HUVEC=Human umbilical vein endothelial cells). 

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier l'existence 
d ·un site de liaison pour les HDL sur ces cellules par des etudes 
biochimiques et morphologiques et observer l'influence du cholestérol 
sur cette liaison. 

Parallèlement à cette étude, nous avons tenté de mettre au point 
une technique permettant d'isoler la sous-fraction HDL3 des HDL mais 
en un temps nettement plus court que par la méthode 
d'ultracentrifugation séquentielle (Havel, 1955). En effet, cette 
méthode, très longue, requiert presque 15 jours de centrifugations, ce 
qui est. tout a fait impensable aux Facultés pour des raisons evidentes. 
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Matériel & Méthodes: 

I Culture de celJules endothéliales humaines: 

1.1 Origine et isolement des cellules endothéliales: 

Les cellules endothéliales sont prélevées à partir de la veine 
ombilicale. Les cordons ombilicaux sont fournis par les maternités 
Sainte Elisabeth et la Maternité Provinciale de Namur, 
occasionnellement par d'autres cliniques du pays. 

Les cordons sont prélevés stérilement de suite après 
l'accouchement et conserves . à 4 ·c, dans un tampon appelé "Cord 
buffer" ( 140 mM NaCl - 4 mM Kcl - 11 mM D glucose - tampon 
phosphate 1 mM pH 7.4 ). Les maternités nous communiquent la date , 
l'heure de la naissance, le sexe de l'enfant ainsi que la consommation 
de cigarettes par la mere durant la grossesse. 

La mise en culture est réalisée stérilement au minimum 4 
heures et au maximum 5 jours après l'accouchement. On introduit un 
trocard à l'une des extrémités de la veine et on perfuse le vaisseau 
avec 20 ml de Cord buffer, afin d'ôter le sang qu'il pourrait contenir. 
La veine est alors remplie de 10 ml de collagénase 0, 1 % (Type CLS, 
Worthington ou Cooper Biomedicals) dans du PBS Dulbecco et incubée 
20 minutes à 37°C dans du Cord buffer. Après incubation, on récolte 
le contenu de la veine dans un tube à centrifuger à fond cônique ainsi 
que 20 ml de Cord buffer ayant servi à reperfuser la veine. 

Les cellules endothéliales détachées de la veine sont séparées 
de la solution de collagénase et de Cord buffer par une centrifugation a 
1000 tours/ minute pendant S minutes. Le surnageant est élimine et 
le culot contenant les cellules est resuspendu dans 4 ml de milieu M 
199 (Flow Laboratories) contenant de la L-glutamine (Sigma) 2mM, de 
l'Hepes 1 S mM. des antibiotiques (Pénicilline 100 U/ml, Streptomycine 
100 ug/ml. Nystatin 25 U/mU ainsi que 20 ide sérum de veau 
nouveau-né (Flow Laboratories ). 

Les cellules provenant d'un cordon sont déposées dans une 
boite de Pétri en plastique de 60 mm de diamètre(Nunc) prétraitée 
par une solution de gélatine (Sigma) 0.2\ dans de l'eau distillée. Elles 
sont ensuite incubées en atmosphère humide contenant 95% d'air et 
5% de C02, à 37°C. 
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Le milieu est renouvelé le lendemain de la mise en culture et 
ensuite tous les 2 jours. 

1.2 Le repiguage: 

Quand les cellules sont confluentes. environ 5 jours après la 
mise en culture. elles sont repiquées dans des boites de Pétri de 35 
mm de diamètre (Nunc) suivant le rapport 1 à 9. 

Les celluJes sont Javees une fois avec 4 ml d'Hepes butler f 137 

mM NaCl - 4 mM Kcl - 12 mM glucose_ 10 mM Hepes pH 7.5) â 
température ambiante. Ensuite. elles sont incubées, 20 minutes à 

37°C, dans une solution contenant 2 ml de collagénase (Type CLS. 
Worthmgton ou Cooper füomedicals) 0,2% dans de l'Hepes buffer et 2 

ml d'une solution de BSA/EDT A 0.5 et 0.02% respectivement. On 
recupére les cellules et la solution dans laquelle elles flottent. dans un 
tube à centrifuger à fond cônique ainsi que 2 ml d'Hepes qui ont servi 
a rmcer Ja boite. Le tout est centrifuge S minutes a l 000 

tours/minute. Le surnageant est élimine alors que le culot est 
resuspendu dans 18 ml du milieu décrit ci-dessus et homogènèisè. On 
dépose, dans chaque boîte de 35 mm de diamètre. 2 ml du milieu 
contenant Jes celluJes. 

2. Expériences de microscopie électronigue: 

2. J. lsoJement des HDL: 

L'isolement des HDL (Poumay et Ronveaux-Dupal; 1985) est 
réalisé à partir de 80 ml de serum fraîchement récolté par le centre de 
Transfusion de Ja Croix-Rouge, à partir de différents donneurs 
volontaires. Le mélange de sérum ainsi obtenu permet d'éviter 
l'influence d'éventuelles variations individuelles. 

Les 80 ml de serum sont soumis à une première centrifugation 
de S minutes à 1000 tours/minute afin d 'éliminer les eventuels 
globules rouges présents dans le serum. 

On ajoute au sérum un volume adéquat de BHT 
(Hydroxytoluène butylé) (Merck) 10 mM dans de l'éthanol 90°, pour 
obtenir une concentration finale de 10 uM, le BHT servant a proteger 
les lipoprotéines de l'oxydation 
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La dens1te du serum est ajustée a 1.25 g/ ml avec du KBr 
solide. Il est ensuite transféré dans deux tubes à centrifuger 
(Beckman Quick Seal) de 40 ml de volume; ceux-ci sont alors fermes . 
Une première centrifugation est réalisée dans un rotor vertical 
Beck man Vt1 50 pendant 16 heures à 1 D°C et 49 000 tours/minute , 
dans une ultracentrifugeuse Beckman LS-65 équipée d'un système 
d'accélération lente. En fin de centrifugation, plus précisément à 2000 
tours/minute. le frein est coupé pour permettre une décélération 
lente . 

Le sommet des tubes est coupé à l'aide d'un scalpel et les 
lipoprotéines constituant la bande supérieure. sont récuperées à l'aide 
d'une pipette Pasteur à bout rétréci. Les lipoprotéines des 2 tubes sont 
rassemblées ( J 0ml'I et mises a Ja densite de l .30mg/ml avec du KBr 
solide. Nous déposons dans un tube à centrifuger Quick Seal. 30 ml de 
Nacl 0.9 ~ additionné de BHT( I O u.M) et la solution de lipoprotéines est 
placée dans le fond du tube, sous le Nacl, à l'aide d'une seringue 
proJongee d'un fin tuyau. Une fois Je tube rempli, iJ est scellé . La 
centrifugation est réalisée comme décrit ci-dessus pendant 180 

minutes. Après la centrifugation, on peut observer dans le tube. 3 
bandes distinctes correspondant aux VLDL, LDL et HDL. Ces 3 bandes 
sont recupérées a J'aide d'une pipette Pasteur a bout retreci et les HDL 
sont dialysées, pendant 72 heures contre un tampon isotonique 
contenant du NaCl 137 m.M, du Tris I 0 m.M, de l'EDT A 0,0 I % et du BHT 
10(-6) M, pH 7,4. Six changements sont effectués. 

2.1. l. Dosage des HDL: 

Après dialyse, les HDL sont filtrées sur un millex 0,22 µ.m ; leur 
concentration en proteines est déterminée selon la methode de Lowry 
et al. (1951). 

L'étalon utilise est de l'albumine bovine (BSA) à une 
concentration de 0.4 mg/ml. 

2.1.2 Préparation du sérum déficient en lipoprotéines (LPDS): 

/ . Fractionnement du .lP.O..'i 

27 



Apres la premiere centrifugation, le fond de chaque tube est 
percé, au moyen d'une aiguille hypodermique, et le contenu est 
recueilli en aliquots de 3 ml environ. 

Le contenu en cholestérol est déterminé afin de retenir les 
fractions les plus pauvres en cholestérol. pour constituer le LPDS. 

2 f}osage du cbolesterol 

Le dosage du cholestérol s'effectue selon la méthode de Allain 
et al. ( l CJ7 4) et est reaJise avec un kit enzymatique stable i: Analis 'i. 

Le dosage s'effectue selon les réactions suivantes : 

cholestérol estérase 
Cholesterol estérifie ----------------------> cholesterol + acides gras 

cholestérol oxydase 
Cholestérol -----------------------> Cholestène-4, one-3+H2O2 

2H202 +Phénol+ 
Amino-4-antipyrine ----------- , Quinone + 4H20 

Les aliquots presentant une concentrauon en cholestérol 
inférieure à 8 mg/dl son rassemblés et dialysés contre du PBS 
Dulbecco. pH 7,4. 

Nous obtenons alors une concentration finale de cholestérol 
mferieure a 4 mg/dl (Goldstein et al., 1983). 

2.2 Conjugué HDL-or colloïdal: 

2.2.1 Préparation des particules d'or de 17 nm: 

Une solution d'acide tétrachloroaurique (Merck) à 1 i dans de 
l'eau dist11lee est préparée a partir d'une solution stock à 4, l 2~ 
conservée à l'abri de la lumière et à 4°C. 

Extemporanément, on prépare la solution réductrice en 
déposant, dans un pied gradué de 100 ml. 12 ml d'une solution de 
citrate de sodium a 1 \ f 1, 14g de citrate de Na, 2H2O dans 100 ml 
d'H2O distillée), filtrés sur une membrane Millex de 0.22um auxquels 
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on ajoute 30 ul d 'une solution à 1 t d 'acide tannique (0 .2g dans 20 ml 

d'H20 distillée) et 30ul de K2CO3 lMerck) 25 mM l0,07g dans 20 ml 

d 'H2O distillée). Le volume est ensuite porté à 60 ml. 

L'or colloïdal est préparé dans un erlenmeyer en verre, 

surmonte d 'une colonne a refroidissement permettant un chauffage a 

reflux. La vaisselle utilisée pour la préparation de l'or colloïdal doit 

ëtre extrëmement propre et est rincee une dernière fois avant 

utilisation, en portant à ébullition de l'eau distillée qui est ensuite 

èliminee. 

Dans l'erlenmeyer, on dépose 3 ml de la solution d 'H.AuC14 à 
l ~. portes ensuite à 240 ml avec de l'H2O distillée , chauffes jusqu 'a 

ébullition en présence d'un agitateur magnétique. 
Au moment de l'ebullition, on diminue la vitesse d 'agitauon et 

on ajoute la solution réductrice en une seule fois: la vitesse d'agitation 

est rèaugmentèe et l'ensemble est chauffé pendant 30 minutes . Au 

moment de la réduction, la solution d'HAuC14 devient :mauve puis, 

v ire au rouge i'couleur vin ) apres S minutes. 

La solution est ensuite tefroidie et conservée à 4 ·c à l'abri de 

la lumière . 

2.2.2 Preparat10n du conjugue HDL-or: 

2 méthodes ont ètè utilisées : 
a) Méthode n·t 

C'est la méthode de Handley ( 1981) modifiée par De Mey 

( 1986 ). Toutes les dilutions de protéines sont réalisées dans de l'eau 

distillée. 

Dans un premier temps, nous avons réalise une courbe 

isotherme de facon à déterminer la quantité minimale de protéines 

necessaire pour stabiliser les particules d'or (De Mey, 1986). 

Différentes dilutions de la solution de HDL sont préparées avec 
de l'eau distillee. On prélève HX> ul de chaque dilution que l'on 

mélange à un ml de la solution d 'or colloïdal. On ajoute ensuite 100 ul 

d 'une solution de NaCI 19~ dans de l'eau distillée. Le tout est mèlangè 

au vortex et l'absorbance est mesurée à S60 nm (AS6O) après S 

minutes. La floculation augmentant l'absorbance de la solution, 11 est 
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possible de détecter la quantité minimale de protéines nécessaire pour 
stabiliser l'or. 

Dans 40 tubes à essai. on dépose S0ul de la solution de HDL 
(3mg/ml dans de l'eau distiJJee ·, auxquels on ajoute 450 uJ d'eau 
distillée. A ces 500 ul, on ajoute rapidement et en un jet, 5 ml d'or 
colloïdal, à l'aide d'une pipette. Le contenu de S tubes à essai est 
rassemblé dans un tube à centrifuger en polycarbonate et on dépose 
un coussm de 7,5 ml de saccharose 35% , prepare extemporanement. 
dans de l'eau distillée. dans le fond du tube à l'aide d'une seringue 
munie d'un fin tuyau . Les tubes son centrifuges 30 minutes à 7500 
tours/minute et à 4 ·c dans une centrifugeuse Beck man type JA 21 
<rotor Beck man JA 20). 

Après la centrifugation. Je surnageant contenant les 
lipoprotéines non conjuguées est éliminé et le culot mobile contenant 
le conjugué. est récupéré et dialysé, une nuit, contre du PBS Dulbecco 
PH 7.4 , afin d'éliminer Je saccharose. 

Le lendemain. le conjugué est filtré sur une membrane Millex 
0,22um avant son utilisation. 

b) Méthode n ·2 

Le conjugué HDL-or est prépare de manière identique à la 
préparation du conjugué des LDL décrite par Handley et al.( 1981 ); 
cependant la concentration en proteines est beaucoup plus 
élevée(Toth,1986). 

Différentes dilutions de la solution de HDL sont realisees. 
D'une part. les HDL sont diluées dans de l'eau distillée et dans de 
J'EDT A 0,05M de façon a obtenir une concentration de 200 ug de 
protéine par ml de la solution d'or colloïdal. On prélève SOOul de ces 
solutions auxquelles on ajoute rapidement. en un jet 5ml de la solution 
d'or colloïdal. On obtient ainsi une concentration finale de l 8,2ug de 
proteines par ml de la solution d'or . 

D'autre part, on prélève 200, 300, et 400ul de la solution de 
HDL dans de l'eau distillée (200ug/ml), auxquels on ajoute un volume 
adéquat d'EDT A 0.05 M de façon à obtenir SOOul au total. On ajoute 
alors les 5ml d'or colloïdal comme décrit ci-dessus. On obtient 
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respectivement des concentrations finales en proteines de 7.3 , 11 ,4 et 

14,8 ug/ml. 

Le reste de la manipulation est identique à la méthode n°l, excepté 

que la centrifugation est d 'une durée de 60 minutes au lieu de 30. 

2.3 Observation du conjugué et des HDL en coloration 
négative: 

Grace a un evaporateur Edwards, on dèpose , sous vide , une 

fine couche de carbone sur des grilles recouvertes d 'un film de 

Formvar(Merck). Une goutte de la solution de HDL ou de conjugué est 

déposée sur la grille grâce à une pipette Pasteur . L'excès de liquide 

est elimine avec un papier filtre . La coloration est reaJisèe en 

déposant une goutte d 'acétate d 'uranyle 1 % Ug dans 100 ml d 'eau 

distillée ) préparée extemporanément, pendant 30 secondes. L'excès 

de colorant est enlevé avec un papier filtre . Les grilles sont observées 

au microscope Philips EM 301 a 60Kv. 

2.◄ Etud~ de la liaison du conjugué avec les cellules 
~ndothéliales: 

2.4.1 Etude de la liaison: 

Les cellules endothéliales sont cultivées comme décrit au point 
1.1 et utilisèes à confluence de la première sous-culture , dans des 

boîtes de Pétri de 35 mm de diamètre. 

Les cellules sont incubées pendant 18 heures dans du milieu 

M 199 (Flow Laboratories) additionné de LPDS 10\ . 

Les cellules endothéliales sont alors prèrefroidies pendant 30 
minutes à 4°C, puis incubées à 4°C pendant 60 minutes avec le 

conjugué HDL-or colloïdal diluées dans du milieu prérefroidi de façon 

à obtenir une concentration de 15 à 20 ug de protéines par ml de 

milieu . Les cellules ensuite lavées 3 fois, à 4°C. avec du PBS Dulbecco 

contenant de l'albumine bovine 0,2%(Merck), puis lavées 3 fois avec 

du PBS Dulbecco seul de façon à eliminer les conjugués liés de façon 

non spécifique (Poumay, 1988). 
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2.4.2 Effet du cholestérol: 

Les celJules sont incubees pendant 24 et 48 heures dans du 
milieu M 199 additionne soit de LPDS 10%, soit de serum de veau 
nouveau-ne 20t auxquels sont ajoutés de l'albumine bovine "fatty 

acid free " (Sigma) 0,2 % et du cholestérol. S0ug/ml de milieu 
provenant d'une solution stock a l 0 mg/ml dans de J'ethanol 97°. 

Les ce11u1es sont alors lavées intensément à température 
ambiante avec du milieu additionné d'albumine 0.2% afin d'éliminer le 
cholestérol en excès. 

Les cellules sont prèrefroidies 30 minutes à 4°C. Les HDL 
marquées sont diluées dans du milieu avec ou sans LPDS 10% de facon 
à obtenir des concentrations de S.10,2 Set 50 ug de protéines par ml de 
milieu. Les lavages sont identiques à ceux décrit ci-dessus. 

2.S Préparation des cellules endothéliales en culture pour 
l'observation en microscopie électronique à transmission: 

2.5.1 Fixation des cellules: 

On dépose dans la boîte Je culture un ml d'une solution de 
glutaraldéhyde 2 . .5%(Ladd Laboratories) dans du tampon cacadylate 
0, l M PH 7.4. Les celJules sont incubees 90 minutes a 4 ·c dans ce 
fixateur . 

Trois rinçages rapides au cacodylate 0,IM PH 7,4 sont alors 
réalisés à 4 °C. 

2.5.2. Post-fixation: 

Celle-ci est effectuée en placant dans la boîte de Pétri un ml de 
tetroiyde d'osmium (OS04 BDH Chemicals) O.Si dans du tampon 
cacodylate 0.lM. PH 7.4 pendant une heure à 4°C et à l'obscurité. Les 
cellules sont alors rincées rapidement trois fois dans du tampon 
cacodylate 0, l M. PH 7.4. 
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2.5.3 Déshydratation et enrobage: 

Les cellules sont déshydratées dans des solutions de plus en 
plus concentrees d"éthanol. Les cellules sont soumises à 3 rinçages de 
1 minute chacun. avec de l'éthanol 70° et à 4°C. Les mêmes opérations 
sont répétées avec de l'éthanol à 90 • â 4 ·cet sont suivies de trois 
rinçages de 10 minutes chacun dans de l'éthanol absolu à température 
ambiante . 

L'enrobage est réalisé dans de l'Epon 812 (TAAB). Les boîtes 
sont rincées pendant 2 à3 minutes avec de l'Epon liquide. Cet Epon est 
éliminé et remplacé par de l'Epon frais de façon à obtenir une 
epaisseur d'environ 5mm. La polymérisation est realisèe dans une 
ètuve Reichert à 6o·c pendant 72 heures. 

Des coupes ultrafines réalisées parallèlement et 
perpendiculairement à la surface de la culture, ont été réalisées à 
J'ultrotome LKB. Les coupes perpendiculaires sont deposees sur des 
grilles recouvertes d'un film de formvar. Les grilles sont colorées avec 
de l'acétate d'uranyle et du citrate de plomb . 

3.Expèriences de liaison avec HDL3 sans apo E-free 10dinees: 

3.1 Isolement des HDL3: 

Les HDL3 utilisées pour ces expériences ont étè isolées dans le 
laboratoire de Biochimie (Docteur Mazière) du CHU Saint-Antoine à 

Paris, â partir de sérum humain et par la technique 
d"ultracenfrifugation sequentieUe (Havel, l 955 ). 

3.2 Chromatographie d'affinité pour le retrait de l'apo E: 

Les HDL3 sont passees sur une colonne de 16 mm de diamètre 
et 20 cm de longueur (Cl 6/20, Pharmacia) contenant Sg de gel 
Sepharose-Héparine (Pharmacia).équilibrès dans un tampon contenant 
du TRIS 0.005 M, du NaCl 0.0SM et de l'EDT A 0.1 %. Le tampon utilisé 
pour le passage des HDL3 est le mëme que celui utilise pour 
l'équilibration de la colonne. 
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Le debit de la colonne est de 21 ml à l'heure (Weisgraber and 
Maley, 1980 ). On ne récupère que les tubes contenant les HDL3. 
correspondants au sommet du pic obtenu pour eviter une dilution trop 
importante des lipoprotéines. 

L'elution de l'apo E est realisee grace à un tampon contenant du 
TRIS 0,005 Met du NaCl 0,5M 

3.3 Iodination des HDL3 apo E-free et mesure de l'activité 
spécif igue: 

33.1 lodination des HDL3 (Méthode de Mc Farlane ( 1958) modifié par 
Bilheiner et al ( l 97 2 ) i: 

Les lipoprotéines sont dialysées 24 heures contre un tampon 
glycine à pH 10 contenant du NaCl 0.1 M: du Na0H 1 Net de la glycine 
(Janssen Chim1ca:1 0, l M. 

Dans un tube à centrifuger en verre siliconé, on dépose 3 ml 
d'une solution stock d'ICl (Merck - 53.4 mg dans l 0 ml D'HCl l N) 
auxquels on ajoute 5 ml de CC14 (Merck). Le tout est fortement 
vortexe et centrifuge 10 minutes à 4000 RPM et 10 ·c. On recupere l 
ml d'ICl après centrifugation dont on dilue 40 ul dans 960 ul de 
glycine 2M. 

Les HDL3 apo E-free sont diluées dans ie tampon glycine pH 10 
de façon a obtenir un volume de 1,5 mJ a une concentratmn de 2 
mg/ml. 

Sous la hotte, on ajoute 200 ul de tampon glycine pH 10 à 

1 mCurie d'iode 125 (Amersham). Le tout est récupéré et ajouté aux 
HDL avec un rapide mouvement d'agitation. Les HDL 10dinèes sont 
dialysées en continu durant 24 heures contre un tampon à pH 7,4 
contenant du NaCl 0, 15 M. du TRIS 10 uM et de l'EDT A 0,01 ~-

33.2 Mesure de l'activité spécifique.: 

A S ul de HDL3 marquées; on ajoute 1 ml de BSA (Boehringer) 
1 % dans de l'eau distillée et 500 ul de TCA SO\. On réalise une 
centrifugation a 3 500 RPM pendant 10 minutes. On prèléve 500 ul du 
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surnageant et on compte la radioactivitè de ce volume mais également 
du culot grâce au compteur (LKB, Wallac Minigamma 1275). 

Les protéines sont dosées par la méthode de Peterson. 

3.4 Eipériences de liaison: 

3.4.1 Préparation des cellules endothéliales: 

Les cellules sont incubees 24 heures soit dans du milieu de 
culture additionné d'albumine bovine fatty acid-free {Sigma) 0.2% et 
de cholestérol, SOug/ml, provenant d'une solution stock à 10 mg/ml 
dans de l'éthanol 97°, soit dans le même milieu mais sans cholestérol. 
Dans Je cas ou les celJuJes ont ete mises en presence de choJestèrol, 
elles sont lavées deux fois à température ambiante avec du milieu de 
cuJture additionne d'albumine bovine 0.2~ de façon â éliminer le 
cholestérol en excès. 

3.4.2 Etudes de la liaison: 

Les cellules sont prérefroidies pendant 15 minutes à 4 ·c dans 
du milieu .MFJ0 ou .Ml99 contenant de l'aJbumine 0,2% et de 
l'Hepes( 4,Sg/1). Pour les expériences de compétition, les LDL et HDL 
froides sont également ajoutées à ce moment. 

Ensuite , on ajoute les HDL marquées à l'iode 125 et le tout est 
incube une heure à 4 ·c. 

Après incubation.les boîtes sont lavées deux fois avec du PBS 
Dulbecco additionne d'albumine 0.1 ~. deux fois avec du PBS Dulbecco 
seul et.une fois avec du Nacl 0.9%. 

On dépose alors dans chaque boite environ 2mJ de NacJ 0.9i et 
on gratte Je fond de la boîte, à l'aide d'une tige de plastique, pour 
décoller les cellules. On récupére le tout dans un tube â centrifuger 
ainsi que le NaCl 0.9% utilisé pour rincer une fois la boîte après le 
grattage. 

Une centrifugation de S minutes à 1500 tours/minute et 1 o·c 
est alors réalisée. Le surnageant obtenu alors est éliminé et on compte 
la radioactivité présente dans le culot à raison de 1 minute par tube 
avec le compteur ad hoc. 

Les protéines sont dosées selon la méthode de Peterson. 
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3.4.3 Etudes de la liaison à 37°C: 

Les cellules sont incubées à 37°C dans du milieu contenant de 
l'albumine 0,2i , de l'Hepes (4 ,5 g/l) et les 1 1 2 5 - HDL3 apo E-free 
(20 ug/ml). Différents temps d'incubations ont été réalisés. 

Après incubation, le même protocole que les expériences à 4°C 
est suivi excepté que dans ce cas. le milieu d'incubation est récupéré 
de facon a eliminer la dèfgradation specifique de 1-HDL en mesurant 
la radioactivité soluble dans l'acide trichloracétique. 

Dosage de protéines t>ar la méthode de Peterson: 
Ce dosage est valable pour des concentrations en proteines de 

l'ordre de 0 à 100 µg . 

L'étalon utilise est l'albumine bovine (BSA) à une concentration 
de 0, l mg/ ml. Pour chaque dosage. une nouvelle droite d'étalonnage 
est réalisée à partir des concentrations de 25 . 50. 75 et 100 µg/ml. 

Dans chaque tube contenant le culot , on ajoute 100 µI de NaOH 

0,1 N, on mélange et on laisse reposer 30 minutes à température 
ambiante. 

On prepare une solution contenant 1 volume d·une solution CTC 
(50 g de Na2CO3 , 0,5 g de CuSO4, 5 H2O, 1 g de tartrate de Na et K 
dans 500 ml Hz0 distillée). 1 volume de NaOH 0.8 N. 1 volume H2O 

distillée et 1 volume de SDS 10 \ . 
On ajoute 1 ml de cette mixture à chaque tube et on agite . 

Après 10 minutes. on ajoute 0.S ml du réactif de Folin dilué 6 fois 
dans de l'eau distillée. on agite et on attend que la coloration soit 
stabilisée (20 à 30 minutes). 

On lit l'absorbance à 750 nm. 

4. Essai de mise au point d'une technigue d'isolement des HDL3: 

4.1 Méthode utilisant un gradient linéaire de [Br et le rotor 
VTI 50: 

La fraction des HDL est obtenue par la méthode d'isolement de 
Poumay et Ronveaux-Dupal ( 1985) deja décrite ci-dessus, au point 
2.1. 
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La bande correspondante aux HDL (7 mli est rècuperee a raide 
d'une pipette Pasteur à bout recourbée ainsi qu'une partie de la 
couche sous-jacente de façon à obtenir un volume d'environ 10 ml. 

Dans un tube Quick Seal d'une capacité de 40 ml. on réalise un 
gradient linèaire de KBr pour des densités comprises entre l , 1 l et 
1.21 g/ml, sur lequel. on dépose avec précaution les 10 ml de la 
fraction de lipoprotéines récupérée. 

Le tube est scellé et centrifugé pendant 17 heures dans un 
rotot VTi 50 Œeckman) a 1 G°C, 50 fXJO tours/minute et dans une 
centrifugeuse Beckman LS-65. 

Après centrifugation, le tube est coupé à l'aide d'un appareil à 

couper les gradients et des fractions d'environ 2 ml sont recueillies. 
La densite de chaque fraction est mesurée au refractometre et caJcuJee 
par interpolation à partir des tables de densité pour le KBr. Les 
fractions corn prises entre les densités de 1, 11 à 1. 13 g/ ml sont 
rassemblées ainsi que celles comprises entre les valeurs 1, 14 et 1.21 
g/ml. 

4.2 Méthode utilisant un gradient linéaire de [Br, les rotors 
I.160 et VII SO: 

Un volume de 100 ml de sérum ABO poolé, fraîchement récolté 
par Je centre de transfusion de Ja Croix-Rouge, est centrifugé à 1000 
tours/minute pendant S minutes afin d'éliminer les cellules et caillots 
encore présents (Coetzee et al ., J<)86). 

On ajoute à ce sérum, un volume adéquat de BHT (Merck) 10 mM 
dans l'éthanol 97°, afin d'obtenir une concentration finale de 10 uM 

pour protéger les lipoprotéines de l'oxydation de leurs constituants. 
Le serum est ensuite ajusté a la densité de 1,063 g/mJ avec du KBr 

solide et réparti dans 3 tubes à centrifuger ( en polyalloner ( Kontron) 
d'une capacité de 39ml ) Cette valeur correspondant à la limite 
inférieure de la densité des HDL. Les 3 tubes sont scéllés avec des 
bouchons adequats, sont places dans un rotor Ti 60 et centrü'ugés 
pendant 1 S heures à SO 000 tours/minute à 1 o·c dans une 
centrifugeuse Beckman LS-65. 

Après centrifugation, la bande présente au sommet de chaque tube, 
de couleur orange-blanchâtre, est éliminée et les infranatants sont 
rassemblés. mis à la densité de 1,25 et centrifugés pendant 20 heures 
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dans un rotor Vti SO, à SO 000 tours/minute. 1 o·c dans la même 

centrifugeuse que celle déjà utilisée. 

On rëcupere alors les 3 bandes superieures presentes dans Je tube , 

on les met à la densité de 1.25 g/ml avec du KBr solide et on les 

dépose dans le fond d'un tube Quick Seal d'une capacité de 40 ml. On 

réalise alors sur ces lipoprotéines, un gradient linéaire de KBr pour des 

valeurs de densite comprises entre 1,11 et 1,21 g/ml. Le tuhe est 

scellé et centrifugé pendant l S heures dans les mêmes conditions que 

la centrifugation précédente. 

Le tube est coupé à l'aide de l'appareil à couper les gradients et des 

fractions d 'environ 2 ml sont récuperées. Leur densite est mesuree 

comme décrit au point 4.1. Les fractions dont la densité est comprise 

entre 1, 13 et 1,21 g/ ml sont recueillies, mises à la densité de 1,25 

avec du KBr solide et centrifugées sur un coussin de KBr à la densité 

de 1 ,30 g/ml, pendant 20 heures dans les mëmes conditions de 

centrifugation que précédemment. 

La bande supérieure de couleur jaune est récupérée à l'aide d 'une 

pipette Pasteur à bout rétréci . 

◄ .3 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE): 

Ces électrophorèses sont réalisées de façon à mettre en 
evidence Jes apolipoprotéines caractéristiques des différentes 

lipoprotéines. Nous avons utilisés des gels à 12 et 15%. 

4.3.1. Préparation des gels: 

a) gel de séparation 
Les solutions utilisées pour les 2 types de gel sont identiques, 

seules les quantités varient dans la préparation 
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gel 12% 
Tris Hel 1.S M pH 8,8 
SDS 0,4% 2.5 ml 
ml 

Acrylamide 30% 
BIS 0,8t 4 mJ 
ml 

H2O 3 ml 
ml 

Temed 10 ul 
10 ul 

APS 1 i 0,5 ml 
0,5 ml 

b) gel d'empilement est identique dans les 2 cas: 

Tris Hel 0,5 M pH 6,8 

SDS 0,4i 

Acrylamide 30% 

Bis 0.8% 

H2O 

Temed 

APS 1% 

1.25 ml 

0,5 ml 

2,75 ml 

5 ul 

O,S ml 

gel 15 % 

2,5 

5 

2 

Le gel de separation est coule en premier lieu et sa polymerisatton 
dure 4S minutes; ensuite on coule le gel d'em.P,ileqiel)t qui nous 
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permettra de deposer les échantillons. Sa polymerisation dure 
également 45 minutes. 

4.3 .2 Préparation des échantillons: 

Dans des Eppendorf s. on dépose 50 ul des échantillons à 

analyser auquels on ajoute 50 ul d'un tampon solubilisateur et 7 ul de 
2B-mercapto-éthanol 20%. Celui-ci servant à réduire les proteines. Le 
tout est chauffe 4 minutes dans de l'eau bouillante. 

4.3.3 Electrophorèse. 

CeJJe-ci est reaJisèe dans une unite de separation Mini­
PROTEAN II aligment Card des laboratoires BIO-RAD. On dépose dans 
chaque puit du gel d'empilement 10 ul des échantillons à analyser . 
Ceux-ci sont soumis, pendant 45 minutes, à un champ électrique d'une 
tension de 200 Volts. 

La fixation des gels est réalisée dans du TCA 12% et dure 30 
minutes. 

Les protéines sont mises en évidence par une coloration au 
Bleu de Coomassie R 250. 
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Fig. 1 C~llules endothéliales humaines de veine ombilicale, à 
confluence. en fin de première sous-culture, photographiées au 
microscope inversé à contraste de phase. 

Fig. 2 Micrographie électronique d'un corps de Weibel-Palade présent 
dans une cellule endothéliale Dans une coupe realisée parallélement à 

la urface de la boîte de culture. 



Résultats et commentaires: 

1. Identification des cellules endothéliales en culture: 

Les cellules endothéliales ont été utilisées en fin de première 
sous-culture et à coruluence pour toutes les expériences 
morphologiques et biochimiques. 

Les cellules en culture observées au microscope a contraste de 
phase inversé, présentent l'aspect de monocouches caractéristiques de 
ce qui a déjà été décrit dans la littérature (Jaffé, 1984) et dans notre 
laboratoire tPoumay 1988 i. 

Une première identification des cellules endothéliales se base 
sur l'aspect des monocouches formant une sorte de "pavement" de 
cellules plus ou moins polyédriques, collées les unes contre les autres 
mais ne se recouvrant pas. A cotûluence. on n· observe plus d'espace 
entre les cellules et celles-ci adhèrent fortement au fond de la 
boite.(fig.1) 

L'observation en microscopie électronique à transmission nous 
a permis une identification plus spécifique des cellules endothéliales 
par l'observation des corps de Weibel-Palade lfig. 2,1. Ils sont 
caractéristiques des cellules endothéliales et ont l'aspect de corps 
oblongs de 0,1 Jlffi de large et 2 à 3 JJm de long et leur matrice 
contient de fins tubules disposés parallèlement au grand axe de 
1 ·organite. 

2. Etude morohologigue de l'interaction entre les cellules 
endothéliales et les HDL.: 

2.1 Isolement des HDL 

Pour ces experiences, nous avons utilisé des HDL isolées par la 
technique de Chung et al. ( 1980) modifiée (Poumay and Ronveaux­
Dupal, 1985 ). 

Cette technique a l'avantage de fournir. en moins de 24 heures, 
des VLDL, des LDL, des HDL et du LPDS. 

Nous avons caractérisé la fraction HDL par une coloration 
négative. (fig 3a) On peut observer des particules de taille légèrement 
différente qui correspondent à des HDL2 et HDL3. Nous avons 



Fig. 3a Micrographie électronique en coloration négative de la 

fraction HDL obtenue après ultracentrigation du gradient discontinu, 
dans un rotor Vîi 50 à 50 000 tours/minute pendant 180 minutes. 
Les lipoprotéines sont diluées 100 fois .dans l'EDT A 0,05Iv1. 
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également dosé le cholesterol et les protéines de toutes les fractions 
(fig. 3b ) 

Il est bien clair que cette technique nous fournit une fraction 
totale de HDL. 

2.2 Mise au point du marquage des HDL à l'or colloïdal: 

La technique du marquage à l'or colloïdal présente un certain 
nombre d'avantages dont voici les principaux : 

- la liaison entre la particule d'or et la molécule biologique est 
une adsorption non covalente qui n'altère pas les propriétés 
physiologiques du matériel étudié: 

-la preparation des particules d'or est tres facile et elle permet 
d'obtenir des particules de taille très variée: 

-les particules d'or sont très denses aux électrons et ont une 
apparence caractéristique qui permet de les distinguer des structures 
b10log1ques. 

Pour visualiser les HDL en microscopie électronique à 

transmission. nous avons choisi de les coupler à des particules d'or de 
17 nm de diamètre. 

2.2 .1 Observation des particules d'or: 

L'observation en coloration négative des parttcules d'or. nous 
permet d'estimer le diamètre moyen de celles-ci à 16,8 +/- 2,4 nm 
(n= 100 ), la plus petite ayant un diamètre de 12.8 et la plus grande de 
22,4 nm. 

Les particules sont concentriques et leur forme assez 
homogène (fig. 4) 

Corn mentaires 
La methode de Frens fi 973) donne des particules d'or dont la 

taille est fonction du volume de citrate ajouté. Avec l'augmentation 
de la taille. l'hétérogénéité des particules d'or augmente également 
aussi bien pour le diamètre que pour l'excentricité (Goodman et 
al. ,1981 ). 

2.2 .2 Le conjugué HDL- or colloïdal: 
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particules d'or de 17 nm de diamètre préparées selon la technique de 
Frens (1973 ). 
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Deux méthodes ont été employées: d'une part, nous nous 
sommes bases sur la technique habituellement utilisée dans notre 
laboratoire pour la préparation du conjugué LDL-or et d'autre part, 
nous avons utilise la technique decrite par Totht 1986) pour la 
prèparation du conjugué HDL-or. 

Resultats: 

Afetbode o ,. 1 

Dans cette méthode. toutes les dilutions sont réalisées dans de 
l'eau 
distillée. 

Dans un premier temps, nous avons realisé la courbe isotherme 
nous permettant de déterminer la quantité minimale de HDL 
necessaire a Ja stabiJite des particules d ·or .ffig 5) Cette valeur est 
estimée à 2S yg de protéines de HDL par ml de solution d'or colloïdal. 
Nous avons choisi une concentration de 30,µg de protéines par ml afin 
de nous trouver au-delà du minimum. Les HDL en excès étant 
eltminees sur Ja couche de saccharose lors de la centrifugation. 

L'observation en coloration négative de ce conjugué ne révèle 
que très peu de conjugué. Les particules d'or forment des agrégats et 
dans le cas où des HDL sont coupJees, elles sont au maximum au 
nombre de 2 par particule d'or (fig 6). 

Cette technique ne semble donc pas convenir pour la 
prèparation du conjugué HDL-or. 

,ffetbode n ~.., 

Sur base de l'article de Toth, nous allons introduire de l'EDT A 
O.OSM dans la préparation de notre conjugué. 

Resultats: 

Différentes dilutions ont été réalisées avec des quantités 
variables d'EDT A.(voir matériel et méthodes). 
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Fig. 6 Micrographie électronique en coloration négative du conjugue 

HDL-or préparé à partir d 'une solution de HDL diluées dans de l'eau 

distillée selon la méthode n • 1. 



• 

Fig. 7 Micrographies électroniques en coloration négative du 
conjugué HDL-or préparé à partir d'une solution de HDL diluées dans 
de l'EDT A 0,05 M selon la méthode n°2. 



Dans le cas où les HDL ont ete diluèes dans l'eau pour obtenir 
une concentration de 18,2 J.Jglml, nous observons les mêmes résultats 
que dans la méthode précédente. 

Pour les dilutions intermédiares en EDT A, le conjugué apparaît 
beau mais le nombre de HDL par particule d'or est très variable. 
Certaines particules n'étant pas conjuguées. 

Dans le cas où les HDL sont diluées dans l'EDT A O,OSM et 
qu 'elles sont maitenues à la concentration de 16,2 ..ug/ml, toutes les 
parucules d'or sont tres bien conjuguees. Le conjugue est forme d'une 
particule d ·or centrale entourée des HDL lfig 7 ). En tenant corn pte des 
lipoprotéines se trouvant au-dessus et en-dessous de la particule d'or, 
le nombre de HDL varie de 9 à 11 par particule, ce qui semble 
correspondre au conjugue utilise dans d'autres travaux. fîoth , 1986 ). 

ÇQm.mentaires: 

RoJe de l'EDT A: 
Au vu de ces résultats, on constate que l'EDT A joue un rôle 

important dans la conjugaison des HDL car en son absence, le conjugué 
ne se forme pas. 

L'EDT A etant un chèlateur, il pourrait peut-ëtre diminuer Ja 
quantité d'électrolytes présents dans la préparation des HDL et 
favoriser ainsi le couplage. En effet, ceux-ci déstabilisent l'or colloïdal 
et entrainent sa floculation.(De Mey, 1986). 

Apres l'isolement des HDL. iJ est important de diluer celles-ci 
dans de l'EDTA car celui-ci est un chélateur des ions de métaux lourds 
qui catalysent la peroxydation des lipides par l'oxygène moléculaire. 
(Verne et al.,1986). Cette peroxydation entraîne une agrégation des 
lipoproteines; 
or .lors de la prèration du conjugué, la présence d'agrégats est à 

éviter. (Handley, 1989 ). 

Rôle du pH: 
Le pH est important pour les liaisons entre les protéines et l'or. 

L'adsorption est plus forte à un pH correspondant plus ou moins au 
point isoèlectrique des protéines. A ce pH, la forme zwitterion des 
protéines est dominante et la tension interfaciale est maximale. Ceci 
résulte en une adsorption plus stable et plus forte à la surface des 
particules d'or (De Mey, 1986). 
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Fig. 8a Micrographie électronique en coloration négative du conjugué 
HDL-or soumis à une dialyse. 

Fig. 8b Micrographie électronique en coloration negative du conjugué 

HDL-or soumis à six dialyses. 



Le point isoèlectrique des lipoprotèines est de 5.5. Au-dessus 
de ce point, elles sont chargées négativement (Mills et al. 1984). Nous 
avons verifié le pH des HDL diluées dans l'eau distillée et dans l' 
EDT A. Il est respectivement de 6.49 et de 4,67. 

lm portance de la dialvse 

Nous avons ensuite voulu tester l'effet de Ja dialyse sur le 
conJugue. Cette dialyse a pour but d'èliminer le saccharose et l'EDT A 

afin d'obtenir un conjugué purifié (Handley, 1981 ). 
Six dialyses et une dialyse ont ainsi été réalisées sur un même 

conjugué. A priori, on n'observe pas de différences énormes entre les 
deux conjuges ffig . 8a et 8b ). Le nombre de HDL par particule d'or 
étant plus ou moins semblable dans les deux cas, nous avons choisi de 
ne rèaliser qu ·une seule dialyse. 

Duree de conservation de /or colloidal 

Nous avons voulu par la suite tester la durée de conservation 
de l'or colloïdal. Dans la littérature, sa durée est estimée à plusieurs 
mois à 4°C. 

Du conjugué a été réalisé à partir de trois solutions d'or 
colloïdal d'âge différent : or récent, or de 3 mois et or de 4 mois. 

Observations 

Nous observons une variation dans la couleur des solutions en 
fonction de l'age. La solution d'or de 4 mois est nettement plus claire 
que les 2 autres. De plus, après la dialyse, le tampon a pris une 
coloration légèrement rosâtre. 

L'observation du conjugué en coloration négative au TEM 
montre que toutes les particules d'or sont conjuguees mais leur 
nombre a nettement diminué par rapport aux deux autres 
preparations.(Fig. 9) 

Le conjugué préparé avec de l'or de 3 mois présente quelques 
amas d'or agreges. 

Le conjugué préparé avec l'or récent a les mêmes 
caractéristiques que ce qui a été décrit plus haut (cfr méthode n°2). 
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Fig. 9 Micrographie électronique en coloration négative du conjugué 
HDL-or préparé à partir d'une solution d'or colloïdal âgée de 4 mois. 
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Fig, 10 Micrographie électronique de cellules endothéliales en 

culture. incubées avec le conjugué HDL-or , pendant 60 minutes à 4°C, 
dans du milieu additionné de LPDS 10%. 



Commentaires 
On peut conclure que l'or colloïdal aurait une conservation de 3 

mois maximum. 

2.3 Etude morpbQ_lo_giqµe de la liaison des HDL aux cellules 

endothéliales humaines: 

2.3.1 Etude de la liaison des HDL aux cellules endothéliales: 

Les cellules endothéliales incubées avec le conjugue HDL-or 
pendant 60 minutes a 4 ·c. dans du milieu additionné de LPDS fFig . l O ·,. 
ne présentent que quelques rares particules d'or en surface de leur 
membrane plasmique: ces particules se trouvent éloignées de la 
membrane. 

2.3 .2 Etude de la liaison des HDL aux cellules endothéliales chargées 
de cholestérol: 

Dans l'expérience précédente, la liaison des HDL aux cellules 
endothéliales était faible voire même nulle. Nous avons alors choisi 
de surcharger les cellules avec du cholestérol afin de voir si celui-ci 
pouvait favoriser Ja liaison des HDL comme ceJa a dèja ete dècrit dans 
la littérature(Oram, 1986; Tau ber et al., 1981 J. 

Dans un premier temps, les cellules ont été incubées durant 24 
et 48 heures en présence de milieu additionné de LPDS 1 Ot, de 
choJestèrol (50yg/mt'I et d'albumine "fatty acid free" 0,2°4 . 
Différentes dilutions en HDL-or ont été utilisées de façon à étudier 
l'importance de la concentration sur la liaison. 

ResuJtats: 

Apres 24 heures d'incubation avec le cholestérol, quelle que 
soit la concentration en HDL-or choisie, on n'observe 
qu ·exceplionnellement. des particules d'or sur la membrane cellulaire. 
Il en est de même pour les cellules incubées pendant 48 heures avec 
le cholestérol. 
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Fig. 11 Micrographie électronique de cellules endothéliales cultivees 

pendant 24 heures dans du milieu additionné de cholestérol l50 
µg/ml) , d 'albumine 0,2% et de sérum de veau nouveau-né(20%) et 

incubées avec le conjugué HDL-or, pendant 60 minutes, à 4°C. Les 

coupes sont réalisées perpendiculairement à la surface de la boîte de 

culture. 
On observe des particules d 'or présentes sous la couche de 

cellules, dans la matrice extracellulaire. 
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Suite à l'observation des coupes perpendiculaires à la surface 
de la culture, nous remarquons la présence de particules d'or sous la 
couche de cellules endothéliales, dans la matrice extracellulaire (fig. 
11 ). 

Nous observons ègaJement que Je contenu cellulaire est tres 
altéré. On observe de nombreuses mitochondries claires, des VMI en 
quantité anormale: les lipides sont très abondants et le cytoplasme a 
un aspect hydrique (Fig. 12 a ). 

Ces phènomenes sont encore amplifies apres 48 heures 
d'incubation et de plus, on observe un réticulum endoplasmique 
rugueux anormalement dilaté (Fig. 12 b ). 

Suite a ces résultats. nous avons remplace le LPDS dans le 
milieu par du sérum de veau nouveau-ne 20%. Les expériences ont 
èté réalisées dans des conditions similaires. 

Les résultats sont identiques à ceux de l'expérience 
precedente. que ce soit en ce qui concerne l'etat des cellules ou en ce 
qui concerne le nombre de particules d'or(Fig. 13). 

Commentaires: 

Pour ces expériences, nous avons utilisé du cholestérol non 
lipoprotéique provenant d'une solution stock ( 1 0mg/ml dans de 
l'éthanol 9i 0

), bien qu'il existe un désavantage à employer un tel 
cholesterol car celui-ci peut. dans des conditions prolongees 
d'incubation. devenir toxique pour les cellules. Dans la littérature. 
certains chercheurs utilisent ce type de cholestérol sans mentionner 
des effets cytotoxiques sur les cellules (Tauber.1981; Nizard-Martin et 
aJ. , 1989 :, a des concentrations parfois superieures aux né>lres. 

Nous avons choisi une concentration de 50 Jlglml en 
cholestérol car cette concentration a étè utilisée sur des fibroblastes 
sans cytotoxicite appreciable mëme apres 48 heures d1ncubat1on 
tOram, 1986). De plus, Tauber t 1981) qui travaille sur les cellules 
endothéliales bovines vasculaires, utilise des concentrations de 
cholestérol allant de 50 à 100 yg/ml et il observe une augmentation 
de 5 a l 0 fois le nombre de sites de liaisons sur les cellules. 

La présence d'albumine "fatty acid free" est importante dans 
de telles expériences. Elle constitue une source de protéine pour les 

47 



a 

Fig. 12 Micrographies électroniques de cellules endothéliales 

cultivées pendant 24 et 48 heures dans du milieu additionné de 
cholestérol (50 µg/mO , d 'albumine 0,2% et de LPDS 10% et incubées 

avec le conjugué HDL-or. pendant 60 minutes. à 4°C (respectivement 

figures a et b ). 

On peut observer des mitochondries claires (.M). du réticulum 
endoplasm1que rugueux dilaté (R), de nombreuses vacuoles (V) ainsi 

que quelques particules d 'or éloignées de la membrane plasmique , 
(MP). 





Fig. 13 Micrographie eJectronique de cellules endothéliales cultivees 
pendant 24 heures dans du milieu additionné de cholestérol l50 
µg/ml) , d 'albumine 0,2% et de sérum de veau nouveau-né 20 % et 
incubées avec le conjugué HDL~or, pendant 60 minutes à 4°C. 

On observe des mitochondries claires (M) et du reticulum 
endoplasmique rugueux dilaté (R ). 



cellules; elle joue le rôle de transporteur des microcristaux de 
cholestérol et elle constitue un piège pour les acides gras cellulaires, 
minimisant ainsi la formation d'esters de cholestérol dans la cellule. 
Cette dernière propriété a son importance : la liaison des HDL aux 
cellules etant directement fonction de la quantité de cholesterol non 
estérifié dans la cellule (Oram. 1986 ). 

Dans la littérature, différents accepteurs pour le cholestérol 
non esterifie ont été proposes dont les HDL naissantes. une sous 
fraction des HDL. l'apo A-1. l'albumine ou un complexe composé d'apo 
A- I. d' apo D et de LCA T (Fielding et Fielding, 1982). D'après les 
experiences réalisées ci-dessus, on peut supposer que les HDL totales 
ne consutuent pas l'accepteur du cholestérol pour les cellules 
endothéliales humaines. 

La faible liaison que nous observons pourrait être due à la 
presence de l'apo E dans la fraction HDL, celle-ci n·ayant pas ete 
éliminée par chromatographie. Brown et Goldstein ont démontré que 
des HDL anormales, contenant l'apo E comme les HDLc peuvent se lier 
avidement au récepteur des LOL. 

Conclusion: 

Nous avons décidé de choisir une sous-classe plus particuliere 
des HDL pour étudier la liaison aux cellules endothéliales, mais quelle 
fraction choisir ? 

Des expériences de liaisons réalisées avec des HDL3 ont montré 
qu ·eJles pouvaient se Jier à certains types ceJlulaires dont les cellules 
endothéliales et qu 'elles permettaient un efflux de cholestérol de la 
celJule vers les HDL3 . Martin-Nizard ( 1989) montre que les HDL3 se 
lient aux cellules endothéliales des capillaires cérébraux chez les 
bovms par l'intermediaire d'un récepteur specifique. 

Tauber ( 1981) montre lui. que les HDL3 se lient plus 
efficacement que les HDL2 à la surface des cellules endothéliales 
vasculaires bovines. De plus. pour lui. l'apo E, en quantité très faible 
dans les HDL3 ne jouerait qu·un rote minime dans la liaison des HDL3 
aux cellules. 
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Fig. 14 Liaison spécifique des 12'1-HDL3 apo E-free aux cellules 
endothéliales en culture après une heure d'incubation à 4•c en 
absence et en prèsence de 50J.Jg/ml de cholestèrol dans le milieu. Ceci 
représente une expérience type d'expériences similaires répétées 2 
fois. 



Les HDL3 sembleraient constituer la sous-classe de HDL la plus 
adéquate à utiliser pour mettre en évidence une liaison sur des 
cellules endothéliales humaines. De plus, pour éviter toute 
interférence avec le récepteur des LDL, nous travaillerons avec des 
HDL3 apo E-free. 

2.4 Etude biochimique de la liaison des HDL3 apo E-free au1 
cellules endothéliales humaine: 

Les HDL3 apo E-free utilisées pour ces expériences ont été 
isolées par la méthode d'ultracentrifugation séquentielle à partir de 
serum humain et passees sur colonne de chromatograph1e d'affmite 
pour éliminer l'apo E, dans le laboratoire du Docteur Maziére à 

l'hôpital Saint-Antoine à Paris. 

2.4 .1 Iodmat10n des HDL3 apo E-free: 

La technique utilisée pour l'iodination nous a donne des 
activités spécifiques variant de 220 à 320 CPM par ng de protéine 
HDL. Le pourcentage d'iode libre, détermine par precipitat10n a 
l'acide trichloroacètique a toujours été inférieur à 3%. 

2.4.2 Résultats des expériences de liaison avec 12'1-HDL3 apo E-free: 

La figure 14 montre la liaison spécifique des 12,1 -HDL3 apo E­
free par les cellules endothéliales en culture à 4°C en fonction de leur 
concentration (0 à 200 ou 250).lg de protéines HDL/ml ). On observe 
un plateau a environ 75 J& de protéines HDL/ml pour Ja courbe 
représentant la préincubation sans le cholestérol et à environ 100 
,og/ml pour la courbe de préincubation avec du cholestérol et le 
milieu. Les valeurs pour la liaison spécifique ont été obtenues en 
soustrayant des valeurs de Jiaison totale , les valeurs de liaison non 
spécifique. La liaison non spécifique représente +/ _ 50 % de la liaison 
totale qui est de 902 ng de 12'1-HDL3 apo E free liées/mg de 
protéines cellulaires. 

La figure 15 illustre les résultats de la liaison des 12,1-HDL3 
apo E-free en absence de cholestérol dans le milieu. L'analyse du 
graphique de la liaison totale des 12,1-HDL3 apo E-free aux cellules 
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Fig. 16 Graphique selon Scatchard de la liaison des 12:5I-HDL3 apo E­
free aux cellules endothéliales en culture après une heure d'incubation 
à 4°C en présence de cholestérol dans le milieu (50).lg/ml). Ya 
correspond à J'equation decrivant la liaison spécifique et Yb. la liaison 
non spécifique des HDL3. 



endotheliales selon Scatchard nous montre une exponentielle 
indiquant la présence de deux types de sites de fixation spécifiques et 
non spécifiques. La liaison spécifique a été déterminée en utilisant la 
methode des Résiduels (cours de Pharmacologie du Pr. De Schrijver ). 
L'intersection des X représente la capacité de liaison maximale Œmax) 
et -1 /pente représente la constante de dissociation (Kd) à l'équilibre. 
La valeur de Kd est de 4,2. 10 -8 M (soit 6.8 ug/ml) et la capacité 
maximale de liaison est de 316,69 ng de HDL3 apo E-free/mg de 
proteines cellulaires. 

La figure 16 illustre les résultats de la même liaison mais en 
présence de cholestérol dans le milieu pendant 24 heures précédant 
Jîncubation d ·une heure a 4 ·c. Par l'analyse des points selon 
Scatchard, nous retrouvons une courbe exponentielle de mëme allure 
indiquant également la présence de 2 types de sites de fixation. En ce 
qui concerne la liaison spécifique, les valeurs du Kd sont de S,4.10 -li 

Met de Bmax de 181,898 ng de HDL3 apo E-free/mg de proteines 
cellulaires. Les valeurs des coéfficients de corrélation sont honorables 
sinon satisfaisants. 

Afin de tester la specificité de Ja liaison des HDL, des 
expériences de compétition ont été réalisées en présence de 
concentrations croissantes de HDL froides ou de LDL froides (Figures 
li-18-19). 

Ces experiences montrent une specificite du site de liaison 
pour les HDL3 apo E-free sur les cellules endothéliales humaines. 
L'addition d'un excès de HDL3 apo E-free non marquées réduit la 
liaison (Fig. 17) alors qu'un excès de LOL non marquées n'a pas 
d'effet sur celle-ci(Fig. 18 ). Ces experiences ont ète reafü,ees 4 fois . 

Commentaires: 

Ces experiences montrent qu'il existe des sites specifiques de 
liaison des HDL3 sur les cellules endothéliales de la veine ombilicale 
humaine. L'analyse du graphjque selon Scatchard et les expériences 
de compétition nous permettent de le croire. 

Les constantes de dissociation calculées en absence et en 
présence de cholestérol dans le milieu 24 heures avant l'incubation 
sont du mëme ordre de grandeur. Seules les Bmax diffèrent. Ce qui 
signifie que l'affinité du récepteur pour les HDL3 apo E-free diminue 
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Fig. 18 Expérience de compétition. Liaison des 12,1-HDL3 apo E-free 
( 1 0 pg/ml) en présence de concentrations croissantes de LOL froides 
après une heure d'incubation à 4'C. 
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en presence de cholesterol et que le nombre de sites de haison 
diminue également.. 

Les figures 20 et 21 representent une experience realisee une 
seule fois et indiquant qu 'en fonction du temps, la radioactivité des 
HDL3 associée aux cellules (Fig. 20) (liaison et internalisation) a teint 
un équilibre entre 15 et 20 heures, les produits de dégradation (Fig. 
21 't s·accumuJant progressivement dans Je milieu. 

3.Essai de mise au point d'une technigue de séparation des HDL3 

Dans J'etude de la liaison des HDL3 aux ceJlules endotheJ1aJes 
humaines, il nous faut isoler cette sous fraction de HDL du sèrum 
humain. 

Que ce soit à des fins analytiques ou préparatives, les 
lJpoproteines du serum ont etè habituellement isolées par 
ultracentrifugation: cette méthode permettant une séparation des 
lipoprotéines en fonction de leur densité hydratée. 

Pour isoler les HDL3. la technique la plus souvent utilisée dans 
la lltterature est Ja methode désormais classique de flottaison 
sèquentielle (Havel et al., 1955) où la centrifugation se réalise à des 
valeurs de densité de plus en plus élevées de facon à pouvoir sortir. 
au sommet du tube. les lipoprotéines souhaitées. Cette technique 
offre probablement un compromis suffisant entre Je rendement et la 
résolution mais elle demande plusieurs jours de manipulation et 
d ·occupation des centrifugeuses. 

Dés lors. nous avons essaye de mettre au point une technique 
nous permettant d'isoler des HDL3 en un temps relativement court et 
avec un rendement suffisant. 

Deux techniques ont été testées. utilisant chacune le rotor Vîi 
50. L'utilisat10n du rotor vertical permet de diminuer Je temps de 

rotation par rapport à des techniques d'ultracentrifugation plus 
conventionnelles, et cela sans perte de résolution (Chung et al., 1986) 

pour autant que l'accélération et la décélération se déroule en 
douceur. ce que nous recherchons prècisement. 
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Fig. 22b SDS-PAGE sur les 2 fractions recueillies respectivement 

entre les densités de 1, 11 à 1, 13 g/ ml et 1. 14 à 1.21 g/ ml dans le 

gradient lineaire de KBr après ultracentrifugation dans le rotor 

vertical Vti S0 à S0 000 tours/minute pendant 17 heures. ; gels 12% en 

polyacrilamide. Les apolipoprotéines sont identifiées par la lettre 

correspondant à leur nom et l'albumine est désignée par ALB. La 

migration de quelques protéines de poids moléculaire connu est 

réalisée simultanément: a. phosphorylase b (94 000); b albumine (67 

000); c. ovalbumine (43 000 ); d. anhydrase carbonique (30 000); e . 

inhibiteur de trypsine (20 000); f. alpha-lactalbumine ( 14 400 ). 



3.1 Technigue n·t: 

Par leur technique, Poumay et Ronveaux-Dupal ( 1985) étaient 
parvenus a sèparer les trois fractions caracteristiques des 
lipoprotéines à savoir, VLDL, LOL et HDL. Nous avons tenté de 
sèparer dans la fraction HDL qu'ils obtenaient, les sous-classes HDL2 
et HDL3, en réalisant un gradient linéaire de densité (fig. 22a) 
constitue a partir de deux solutions de .KBr, une a la densitè de 1.11 

g/ml et l'autre à la densité de 1.21 g/ml. 

Après centrifugation, on observe une bande jaune au sommet 
du tube ainsi que dans le fond du tube. Après avoir coupe le gradient 
en fractions d'environ 2 ml, nous avons rassemblés celles dont la 
densité est comprise entre 1,14 et 1.21 g/ml, densités 
correspondantes aux HDL3. Une électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide rèvele la presence d'une faible quantite d·apo AI ,. 
apolipoprotéine caractéristique des HDL. mais également d'une 
contamination importante par de l'albumine.(Fig 22b ). 

Les fractions de densité inférieure ont également été analysées 
par èlectrophorese et montrent la presence d'apo Al et ct ·une faible 
contamination par l'albumine. 

Selon nos résultats, nous n'obtenons donc pas une fraction de 
HDL3 purifiée. Ceci montre la difficulté de séparer les HDL des autres 
lipoprotéines du sérum et de plus la difficulté de les séparer en leurs 
sous-classes. Un gradient permettant une migration plus élevée des 
LDL dans le tube est nécessaire pour isoler les HDL et éventuellement 
les separer en ses 2 sous-classes principales îMills et al. , 1984; Chung 
et al., 1986). 

La mise au point d'un tel gradient demandant beaucoup de 
temps. nous avons choisi de tester la technique proposée par Coetzee 
et aJ,1986 :,. 

3.2 Te_chni.que n·2: 

Dans cette technique (Coetzee et al, 1986 :,, Ja premiere 
centrifugation est réalisée dans un rotor Ti 60 et est basée sur le 
principe de l'ultracentrifugation sèquentielle classique. Le plasma est 
ajusté à la densité de la limite inférieure de la fraction que l'on se 
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Méthode 2: Résultats 

Schéma des manipulations 
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propose d'isoler et est centrifuge a environ 100 000 g pendant 
plusieurs heures. Les lipoprotéines de densité plus faible que celle à 

laquelle le plasma a été ajusté , flottent au sommet du tube tandis que 
les autres substances sédimentent dans le fond du tube. Les 
hpoproteines flottantes pouvant alors ëtre retirées. Les mfranatants 
sont récupérés et ajustés à la densité de la limite supérieure des 
lipoprotéines que l'on veut isoler, et centrifuges de façon à ce qu 'on 

les retrouve au sommet du tube(Mills et al., 1964). 
L'utilisation du rotor Ti 60 permet de travailler avec de grands 

volumes de sèrum, de centrifuger à des vitesses élevées et donc de 

diminuer la durée de la centri.fugation(Mills et al, 1984 ). 

Les manipulations réalisées pour cette technique sont 
schematisees sur Je graphe ci-Joint. 

3 .2 .1 Centrifugation n • 1: 

Pour notre première centrifugation, nous ajustons Je sérum a la 
densité de 1,063 g/ml avec du KBr soli~e. Cette densité correspond, 
en fait , à la limite inférieure des lipoprotéines de haute densité . 
Suivant le principe de la centrifugation séquentielle. nous devons, 
apres centrifugation, retrouver au sommet du tube les Jipoproteines 
de densité inférieure à savoir chylomicrons, VLDL et LDL. 

Après cette première centrifugation. nous observons au 
sommet du tube. une bande de couleur orange-hlanchàtre, separee 
des autres constituants par un espace transparent. L'analyse du 
contenu en apolipoprotéines de cette bande, par electrophorése sur 

gel de polyacrylamide( Fig. 23a) révéle la présence de l'apo AI. de 
l'apo E. de J'apo B et d 'une contamination par l'albumine. Cette 
fraction devrait donc contenir des chylomicrons (apoB, E et Al), des 
VLDL (apo E. B) et des LDL (apoB). 

La distribution du cholestérol et des protéines(Fig.23b) sur 

l'ensemble des fractions du tube, nous indique une separation entre 
des lipoprotéines riches en cholestérol et des lipoprotéines contenant 
moins de cholestérol. On remarque également que dans le fond du 
tube, la séparation entre lipoprotéines et protéines sériques n 'est pas 

totale: du cholest.erol étant encore present a ce niveau alors que la 

concentration en protéines devient très élevée. 

La bande supérieure est donc éliminée et les infranatants 
rassemblés et mis à la densité de t.2S et centrifugés dans un rotor Vti 
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Fig. 23a SDS-PAGE de la première bande obtenue après 

ultracentrifugation dans le rotor Ti 60 à 50 000 tours/minute pendant 

15 heures; gels 15% en polyacrilamide. Les étalons et la numérotation 

sont identiques à ceux de la fig . 18 . 
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50. Nous ne récupérons pas le culot présent au fond du tube car 
celui-ci est très visqueux et contient des globules rouges. 

3.2.2 Centrifugation n°2: 

Nous observons. au sommet du tube, 2 bandes très minces, la 
première de couleur jaune clair et la seconde jaune foncé. Ces bandes 
sont séparées du reste du tube, par une bande transparente, 
Jégerement Jaunâtre et d'épaisseur plus importante. L'analyse du 
contenu en apolîprotéines de ces 3 bandes, révèle la présence d'apo 
Alet A IV, caractéristiques des HDL (Fig.24a). On observe une 
contamination par l'albumine qui devient plus importante dans les 
fracttons proches du fond du tube. 

La distribution du cholestérol et des protéines sur l'ensemble 
des fractions du tube (Fig.24b) indique la présence, dans les 3 
premières bandes. de lipoprotéines alors que le fond du tube ne 
contient que des protéines seriques dépourvues de cholesterol. Ces 
protéines contaminantes ne représentent probablement que les 
protéines plasmatiques habituellement adsorbées sur les 
lipoprotéines, ainsi que quelques petites apolipoprotéines détachées 
des lipoprotéines suite aux centrifugations(.Mills et al., 1984). 

3.2 .3 Centrifugation n°3: 

Après centrifugation des lipoprotéines sur un gradient linéaire 
de KBr, nous observons au sommet du tube, une bande jaune, le reste 
du contenu du tube présentant un aspect transparent légérement 
jaunâtre. 

Les distributions du cholestérol et des protéines en fonction de 
la densité et en fonction des fractions (Fig.25a-b) tout au long de ce 
gradient ne nous permet pas distinguer deux répartitions différentes 
des lipoprotéines qui devraient correspondre respectivement aux 
HDL2 et HDL3: les HDL2 contenant plus de cholestérol et moins de 
protéines que les HDL3. 

Une électrophorèse sur SDS-PAGE a aussi été réalisée sur les 
différentes fractions recueillies; elle ne revéle que la présence d'Apo 
A 1 et d'albumine. Cette apolipoprotéine étant présente dans les 2 
types de HDL ne nous permet pas non plus de faire une distinction 
nette entre les 2 classes (Fig.25c). 
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Nous avons dès lors rassemble les fractions dont la densité 
était comprise entre 1, 14 et 1, 19 g/ml, densité caractéristique des 
HDL3. Celles-ci ont èté mises à la densité de 1 :25 g/ml et centrifugées 
dans un rotor Vti 50. 

3.2.4 Centrifugation n° 4: 

Cette centrifugation sert de lavage pour les lipoprotéines mais 
elJe a surtout pour effet de les concentrer. En effet, on observe au 
sommet du tube. une bande jaune nettement distincte; le reste du 
tube étant transparent. Celle-ci est récupérée et a un volume 
d'environ 5 ml. 

L·analyse du contenu en apolipoproteines de cette bande. 
révèle la présence d'apo AI et pas de contamination par l'albumine. 
(Fig.26b ).La distribution du cholestérol et des protéines montre que 
les lipoprotéines sont présentes seulement dans les premières 
fractmns (Fig.26 a't. 

Ces résultats ne nous permettent, en aucun cas, d'affirmer 
avoir isoler des HDL3. Faute de temps, nous n'avons pu nous baser 
que sur la densite, la concentration en cholesterol et proteines et 
l'analyse du contenu en apolipoprotéines des différentes fractions 
pour tenter de situer les HDL3. Au vu de nos résultats, ces méthodes 
se révèlent tout à fait insuffisantes pour distinguer HDL2 et HDL3 
d'une part mais egaJement pour suivre, avec precision. la repartit.ion 
des différentes lipoprotéines et protéines sériques au cours des 
différentes centrifugations. 

Une analyse des fract10ns avec des lipoprotéines authentiques 
nous permettrait de suivre la répartition de ces lipoprotéines au cours 
des centrifugations. L'introduction dans le sérum utilisé, de 
lipoprotéines isolées par ultracentrifugation séquentielle et marquées 
avec de l'iode 125 (Chung et al.. 1980) nous permettrait de 
caractériser leur distribution réelle dans les différentes fractions. 
après chaque centrifugation. 

Une observation en coloration négative des différentes bandes 
permettrait d'évaluer la tailJe des particules observees et permettrait 
également de mettre en évidence toute contamination d'une classe de 
lipoprotéine par une autre(Chapman et al., 1981 ). 
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Pour distinguer HDL2 et HDL3, un dosage du cholesterol libre, 
des esters de cholestérol. des phospholides et des triglycérides serait 
très intéressant car elles se caractérisent par leur contenu respectif en 
ces différents constituants. 
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Discuws1on et Rer1pective1: 

i, l Liaison des HDL aux membranes cellulaires: 

Ainsi donc la liaison des HDL3 à 4°C par nos cellules 
endothéliales humaines semble correspondre à un processus saturable 
par rapport à la concentration en HDL et médié par un site de liaison 
(récepteur?) différent du récepteur des apolipoprotéines B, E. 
Sommes-nous en accord avec les données de la littérature? 

4.1.1 Liaison des HDL aux membranes cellulaires en général: 

Si l'on parcourt la littérature, on retrouve le plus souvent la 
liaison des HDL3 sans apo E sous la forme d'une courbe de saturation 
typique. 

C'est Kovanen et al.( 1979) qui pour la première fois ont étudié 
la liaison des HDL aux membranes plasmiques hépatiques de rat.Tout 
d'abord, notons qu'on peut observer des variations quantitatives de 
cette liaison des HDL3 selon les espèces.Ainsi, Fernandez et al.i 1990) 
ont obtenu sur des membranes hépatiques de cobaye incubees à 4°C et 
à 37°C une courbe de saturation. La liaison non spécifique est linéaire 
de 10 à 70 )Jg/ml et la liaison spécifique montre que la saturation est 
atteinte à une concentration de 30 pg d' HDL3/ml. En comparant les Kd 
des preparations d' HDL provenant des cobayes et de HDL humaines ,ils 
ont observé, à 4°C, un Kd supérieur pour les HDL de cobaye.La 
température peut aussi avoir une influence significative sur les 
constantes d'équilibre des HDL et modifier à la fois le Bmax et le i.:d 
des HDL.Ainsi Hoeg et al.( 1985) rapportent une liaison des HDL deux 
fois plus importante sur des membranes hépatiques humaines à 37°C 
comparé à la situation à o·c. 

Chacko ( 1982) montre que les HDL3 se lient aux membranes 
purifiées de foie de rat avec un Kd de 1 0.S JJ& de protéines HDL/ml et 
avec un Bmax de 3,45 )Jg de protéines HDL/mg de protéines 
membranaires. De plus, ils observent que les sites de fixation sont 
principalement localisés sur la fraction de membranes plasmiques. 

L'activité de liaison des HDL n'est pas sensible à la pronase 
(Wu et al., 1979 l ni à la phospholipase A2 (Chacko. 1982): cependant le 
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pretraitement des membranes à la phospholipase A2 suivi de la 
digestion à la pronase entraîne la perte de la liaison. 

Pour Schouten et al. ( 1988 ), sur cellules isolées du foie de rat, 
la liaison des HDL3 sur les trois types cellulaires hépatiques <cellules 
parenchymateuses, cellules de Kupff er et cellules endothéliales) est un 
processus saturable mettant en évidence un site de liaison de haute 
affinité avec un Kd de 10-20 J.Jg d'HDL/ml et un Bmax de 25-50 ng 
d'HDL par mg de protéine cellulaire. 

Bisbroek et al.( 1983) ont montré que les fibroblastes humains 
et que les cellules musculaires artérielles humaines possédent des sites 
de liaison de haute affinite distmcts du récepteur des apolipoproteines 
B. E (apo B. E). Dans les 2 cas, la saturation fut obtenue à une 
concentration en protéines HDL de 20 )Jg/ml. 

Schmitz et al. ( 1987) ont étudié la liaison des HDL aux 
macrophages péritonéaux lors d'expériences biochimiques et 
morphologiques, tandis que Jurgens et al. ( 1989) ont signalé la 
stimulation des lymphocytes sous l'influence des HDL qui se lient à ces 
cellules. 

Bien que les sites de liaison pour les HDL aient été décrits dans 
de nombreux types cellulaires, Jeur nature et leur importance 
physiologique restent inconnues. 

En 1987, Graham et Oram, en utilisant Je "ligand blotting", ont 
mis en évidence une protéine de 110 Kd sur Ja membrane de 
différentes cellules ff ibrobJastes humains et de souris, cellules 
musculaires lisses de l'artère humaine, cellules endothéliales de l'aorte 
bovine). Cette protéine lie les HDL3 apo E-free et son activité de liaison 
augmente en chargeant Jes cellules en cholestérol. 

En 1989, Kambouris a également mis en évidence sur la 
membrane des cellules de l'hépatome Hep G2 une protéine de 80 Kd en 
utilisant la technique du couplage des HDL3 à l'or colloïdal et non plus 
la mise en evidence de HDL iodinées. De plus, il a montré que cette 
liaison est indépendante du Ca++ et régulée par le cholestérol. 

4.1.2 Liaison des HDL aux cellules endothéliales: 
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En 1984, Tabas et al. étudient la liaison des HDL3 aux cellules 
endothéliales aortiques bovines et montrent qu'à 37°C, la liaison des 
1251-HDL3 n'est pas saturable. Par des expériences de compétition. ils 
mettent en evidence que des vesicules synthétiques contenant du 
cholestérol. des phospholipides et des apolipoprotéines (soit apo A-1, 
soit apo A-11),de même que des vésicules ne contenant que du 
cholestérol et des phospholipides.déplacent les 1251-HDL3 des cellules 
endotheliales .lis en concluent que la liaison des HDL3 au1 cellules 
n'est pas médiée par un récepteur protéique mais plutôt par une 
interaction entre les lipides présents à la suf ace cellulaire et ceux 
présents à la surface des HDL3. 

Havekes et al. ( 1984) ont étudié la liaison des HDL aux cellules 
endothéliales humaines. non pas à 4°C mais à 37°C. 

Brin ton et al. ( 198S) montrent que les cellules endothéliales 
aortiques bovines possédent des récepteurs spécifiques pour les HDL 
dont la fonction serait de faciliter le retrait d'un exces de cholesterol 
internalisè dans la cellule par le récepteur "scavenger" présent sur ces 
ceJJules. 

Martin-Nizard et al ( 1989) montrent que les cellules 
endothéliales de capillaires cérébraux bovins fixent de façon spécifique 
les 1251-HDL3 et que cette liaison augmente quand les cellules sont 
chargées en cholestérol. 

4.2. Intéraction des HDL3 avec leurs récepteurs: 

4.2.1.Caractéristiques de la protéine· de liaison des HDL3: 

La protéine de liaison des HDL semble avoir des 
caractéristiques uniques différentes du récepteur des LDL: 

1) des études de compétition ont montré que des HDL3 non 
marquées entraient en compétition avec les 125J-HDL3 pour les sites de 
liaison. Ce qui n'est pas le cas pour des expériences avec LDL et LDL 
acétylées où il n'y a pas inhibition de la liaison. 

2) Des études réalisées avec des protéoliposomes riches en apo A-1 et 
apo A-Il montrent qu'ils se lient au même recepteur que les HDL3 .. 
ce qui n'est pas le cas s'ils contiennent de l'apo E. 
3) L'activité de liaison augmente quand les cellules sont traitées au 
cholestérol. Il y a donc une régulation positive des récepteurs de HDL 
quand les cellules sont riches en cholestérol. 
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4) Le recepteur des HDL est tres abondant sur les cellules 
endothéliales de l'aorte bovine alors qu'elles ne présentent que très 

peu de récepteurs à LOL. 

4.2.2. Comment se réalise l'interaction entre HDL3 apo-E free et le 
"récepteur": 

Les HDL3 humaines préparées chez le docteur Mazière ne 
contiennent pas d'apolipoproteine E si on les analyse par 
electrophorèse en gel de polyacrylamide. De plus comme nous l'avons 
montre , les LDL n'entrent pas en compétition pour la liaison des HDL3. 
D'autres études ont montré que la liaison des HDL3 est indépendante 
des residus lysine et arginine ( Kagami et al , 1984) ainsi que des ions 
calcium (Chenet al, l 980 ). 

Tout cela nous permet de croire que nous n'avons pas affaire 
au récepteur pour les lipoprotéines B/E. 

Fidge and Neste! ( 1985) ont identifié les apolipoproteines .LI 
et .A_II comme intervenant directement dans la liaison de la 
lipoprotéine à des récepteurs sur les cellules surrénaliennes ou sur les 
fibroblastes de rat. 

Cette détermination n·est pas aussi évidente qu'il n'y parait. 
En eff et,ces sous-classes des HDL varient dans leur composition 

d'apolipoprotèines et ces particules existent dans un état continuel de 
flux puisqu'il y a transfert et échange de lipides et de protéines entre 
les lipoprotéines et transformation des formes immatures en formes 
matures de HDL. 

L'état dynamique des HDL contraste avec la composition plus 
statique des LDL, ce qui facilite la connaissance de l'interaction entre 
cette derniere particule et son récepteur. 

4.3. Rôle du cholestérol: 

Nos résultats ont montré qu 'il n'y avait pas d'influence du 
cholestérol sur la liaison des HDL3 aux cellules endothéliales humaines. 
Ces resultats sont en contradiction avec la litterature (Schwitz, 1985, 
Grabam, 1987, Kambouris 1988) qui montre que la liaison est régulée 
de manière positive sur les cellules étudiées. Tauber ( 1981) a étudié 
l'effet du 2S-hydroxycholestérol sur l'intéraction des HDL avec les 
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cellules endothèliales vasculaires bovines à 4"C; ils n 'observent pas de 

stimulation de la liaison pourtant bien accrue à 37°C. 
Dans notre cas, les e1périences de liaison avec ou sans 

cholestérol ont été réalisées deux fois. mais avec la même 

concentration de cholestérol a savoir SO µg/.ml de milieu. On sait que 

Je cholestérol peut spontanément subir une oxydation à l'air. 
Cependant, ce sont surtout les dérivés de l'oxydation du cholestérol qui 

sont toxiques alors que le cholestérol purifié est non toxique (Peng et 
al, 1976 ). On sait que les dèrîves du cholesterol inhibent l'enzyme HMG­

COA reductase beaucoup plus que le cholestérol lui-même. 

Un autre effet possible des dérivés de l'oxydation du 

cholestérol est le remplacement du cholestérol membranaire car la 

structure moléculaire de ces derives , est fort semblable a celle du 

cholestérol. Il peut en résulter une altération de la perméabilité 

membranaire menant à la mort cellulaire. 

En principe, notre cholestérol ne contient pas ces dérivés 

toxiques mais les conditions de sa conservation n ·ont pas ete 

drastiques {par exemple. il n 'y a pas eu de réfrigération à -80°C) et il 

est possible que la solution contienne des contaminants oxydés. Ce qui 
explique tes altérations cellulaires surtout membranaires observées en 

microscope electronique De plus, il est connu que ceux-ci peuvent être 

100 fois plus toxiques que le cholestérol pur aux mêmes doses (Peng, 
1985 ). 

4.4 Efflux de choJestéroJ ceUuJaire médié par Je récepteur 
HDL et sa régulation: 

Les particules HDL3 peuvent enlever le cholestérol de la 

menbrane plasmique de manière non spécifique mais c·est l'interaction 
spécifique et de haute affinité entre des particules contenant de l'apo 

A-1 intacte avec un récepteur HDL (protéine de 110 .kDa) à la surface 

cellulaire qui régit la translocation du cholestérol des compartiments 

intracellulaires vers la surface cellulaire. 

Dès qu'il atteint la surface cellulaire, le cholestérol est éliminé 

des cellules à l'aide de particules acceptrices adéquates, dont des HDL 

(mais pas uniquement)(Willingham. 1989 ). 

Ainsi, les cellules sècrét.ent le cholesterol intracellulaire par 

une voie qui implique deux étapes principales: la translocation du 

cholestérol aux membranes et sa fixation sur un accepteur . 
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Les opinions divergent quant aux mecanismes qui entrainent 
1 'efflux de cholestérol des cellules pa_r les HDL. 
Oram et al.( 1987) pensent que les HDL se lient aux cellules mais ne 
sont pas internalisées. 

Schmitz et al.( 1985) sont en faveur d'une endocytose suivie 
d'une rétroendocytose des HDL par association de vésicules 
d'endocytose aux gouttelettes lipidiques ,suivie de leur e1ocytose. Cette 
étude a été réalisée avec des HDL3 conjuguées à l'or. 

On a emis des hypothèses pour tenter d'expliquer ces 
différences 

1) les macrophages n'utilisent pas les HDL iodinées et les HDL 
conjugués à l'or de la même façon: 

2 ·1 les récepteurs se recyclent rapidement ( en allant de la surf ace 
vers l'intérieur de la cellule , puis retour à la surface. Ce recyclage 
serait retardé par la présence de l'or colloïdal qui permettrait une 
accumulation de ce dernier dans les endosomes. 

Fchuda a lui utilisé une approche morphologique pour etudier 
les évènements suivants: la liaison des HDL au récepteur sur les 
macrophages de cellules péritonéales de rat, en utilisant un conjugué 
monovalent d'HDL et de la peroxydase. Il a montré que tes HDL se 
lient a des "coated pits" à la surface des membranes. Elles sont ensuite 
internalisées pour former des vésicules et délivrées via les endosomes 
à des éléments transvésiculaires de l'appareil de Golgi, suivi d'une 
rétroendocytose vers le milieu extracellulaire. 
Les deux hypotheses restent envisageables. 

5...Expériences de morPhQ!Qg~ 

5.1. Or colloïdal_et_ coojJ,Jgué _HDL:-.or:.: 

L'utilisation de J'or colloïdal comme marqueur cytochimique 
est basée sur ses caractéristiques physiques et sur le fait que les 
macromolécules, en s'adsorbant de façon non covalente sur les 
particules. les protègent de la floculation. (de Mey, 1986) 

La technique de Frens ( 1973) est la plus utilisee pour la 
préparation de l'or colloïdal car elle permet la synthèse de particules 
de diamètre uniforme et contrôlé, par une simple modification de la 
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quantile d'agent réducteur ajouté au cours de la preparation.Œandley, 

1989). 

Cependant, avec l'augmentation de la taille, l'hétérogénéité des 
particules augmente au niveau du diamètre et des altérations de la 
forme geometrique peuvent se produire. Celles-ci ne peuvent pas ét.re 
évitées et elles reflètent la nature cristalline de l'or(Goodman et al., 
1981 ), 

Dans nos expériences, nous avons constaté que l'or colloïdal se 

conserve au maximum 3 mois a 4°C et à l'obscurité. Dans la 

littérature, la durée de conservation de l'or est de plusieurs mois à 4°C 

egalement mais celle-ci est réalisée dans des conditions de stérilité 

bien plus rigoureuses que les nôtres.(Horisberger.1981; Handley, 
Jq8q )_ 

Selon certains auteurs, les particules d'or sont chargées 
négativement en surface par la présence d'ions et adsorbent, de ce 
fait, les macromolécules dont. les protéines.(Handley,1981; Horisberger, 
1981 ). Cependant, pour Handley ( 1989) la préparation de conjugué à 

partir des lipoprotéines se différencient de celle d 'autres protéines car 

les lipoprotéines sont des colloïdes biologiques et dès lors le marquage 
est representé par une interaction colloide-colloide. De plus, 
contrairement aux autres protéines. les lipoprotéines ne constituent 
pas autour de la particule d'or une monocouche mais elles forment des 

groupes de particules laissant des espaces vides sur l'or qui peuvent 
alterer sa stabilité. lJ préconise donc d 'utiliser , lors de la preparation 

du conjugué, de l'albumine (BSA 1 i) qui aurait pour effet de 

stabiliser le conjugué en remplissant les espaces vides. 
Suite aux résultats obtenus dans nos expériences de 

morphologie, on peut supposer une instabilité de notre conJugue dans 
le milieu d'incubation et il s'avère dès lors intéressant de 

recommencer ces expériences en utilisant l'albumine lors de sa 
préparation. 

De La matre et al. ( I 990) ont réussi à mettre en évidence la 
rétroendocytose des HDL3 apo E-free dans les hépatomes de rat en 

utilisant un conjugué HDL-or stabilise par l'addition, lors de la 
préparation, de polyethylène glycol (PEG, PM 20 000). Cependant, 

Handley ( 1989 ) déconseille l'emploi d 'un tel stabilisant car il a 

tendance a induire l'agrégation des complexes HDL-or. 

S.2. Expériences de morphologie: 
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Le conjugué HDL-or constitue un bon outil pour l'étude de la 
liaison et de l'endocytose des HDL dans les cellules en culture 
(Handley, 198 9 ). 

Dans nos expériences, réalisées sur des cellules endothéliales 
humaines enrichies ou non en cholestérol, nous n'avons pu observer 
que quelques rares particules d'or sur la membrane des cellules, 
contrairement à ce gui est décrit dans la littérature pour d'autres 
types cellulaires (Toth.1986; Schmitz et Robenek , 1985). 

Aussi en utilisant des HDL couplées à des particules d'or de 16 
et 40 nm. Schmitz et al. ( 1985) ont montré la présence de récepteurs à 

HDL sur des macrophages péritonéaux de souris ainsi que tout le 
chemin suivi par celles-ci dans ce type de cellule. 

Toth et al. ( 1986) en utilisant des HDL isolées dans un rotor 
VTi 50 selon la méthode de Chung (1980) et en utilisant la même 
technique de préparation du conjugué que nous. ont mis en évidence 
la liaison et l'internalisation des HDL dans des cellules adrenocorticales 
de rat. 

Comme déjà signalé ci-dessus, la stabilité de notre conjugué 
peut être remise en question et l'utilisation d'albumine pourrait 
s·averer nécessaire dans les expériences ultérieures. 

Les concentrations en HDL-or que nous avons utilisées sont 
peut-ëtre trop faibles pour permettre une saturation des recepteurs. 
Lâ durée d'incubation des cellules avec le conjugué pourrait également 
ètre trop courte. Aussi, nous pourrions essayer deux heures 
d'incubation à 4°C. 

De plus, n'ayant pas trouvé dans la littérature d'articles 
utilisant des études morphologiques pour l'étude du récepteur des 
HDL sur les cellules endothéliales, nous avons utilisé les mêmes 
conditions expérimentales que celles employées dans l'étude du 
récepteur des LDL. Ces conditions ne s'avèrent peut-être pas 
favorables dans le cas des HDL. Robenek et Severs ( 1984) ont montré 
l'existence de sites de liaison pour les HDL couplées à des particules 
d'or de 16 nm, sur des fibroblastes humains en les incubant pendant 
une heure à 4 ·cet dans les mêmes conditions que celles utilisées pour 
l'étude du récepteur à LDL. 

Dans nos expériences, nous avons pu remarquer la presence de 
particules d'or sous les cellules endothéliales, dans la matrice 
extracellulaire. Ces particules témoignent ainsi de l'incubation des 
cellules avec le conjugué. En principe, en travaillant à 4°C(Klausner et 
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al., 19 8 S ), les étapes suivant Ja liaison sont évitées;dés lors une 

endocytose ou une transcytose sont à exclure: de plus, si tel était le 
cas, nous aurions pu observer des particules d'or dans les cellules ce 

qui n 'est pas le cas. Nous pouvons supposer que les particules passent 
par Jes espaces interceJlulaires; Jes particules se trouvant souvent 
proches de ceux-ci. 

6. I soteroent des HDL3~ 

Nous avions voulu mettre au point une technique nous 

permettant d'isoler la sous-fraction HDL3 des HDL en un temps 

relativement court. A cette fin, deux types de rotor ont été employés 
presentant des caracteristiques differentes. 

D'une part, nous avons employé un rotor vertical VTi SO qui a 

l'avantage de produire une séparation complète des différentes classes 

de lipoprotéines en un temps relativement court. Il permet ainsi de 

minimiser la dissociation de certaines apolipoproteines et d 'éviter une 
peroxydation lipidique des lipoprotéines qui constituent les problèmes 

majeurs de l'ultracentrifugation séquentielle .(Chung et al. ,1980; Verne 

et al.,1986). Cependant. avec ce type de rotor. il se produit une perte 

de la resolution qui est principalement due au mélange lors de la 

réorientation des particules dans le gradient en début et fin de 
centrifugation.(Chung et al. , 1980). 

D'autre part, nous avons employé un rotor Ti 60 qui 
correspond au type de rotor utilisé dans la centrifugation sequemielle . 

Le désavantage de cette technique est qu'elle demande de longues 
durées de centrifugation car pour obtenir une séparation nette des 

lipoprotéines il faut que les protéines les plus denses atteignent le 

fond du tube et que celles que l'on veut isoler remontent au sommet 
ce celui-ci. Le rotor Ti 60 a cependant l'avantage de permettre 

d 'utiliser des volumes importants de plasma et de travailler à des 
vitesses élevées. diminuant ainsi le temps de centrifugation. (Verne et 

al. , 1986; Mills , 1984 ). Dès lors en utilisant un tel type de rotor en 
première centrifugation, nous avons pu travailler sur un plus grand 

volume de sérum. L'élimination des lipoprotéines de densité 

inférieure aux HDL, permettent une réduction du volume et 
J'ut1Jisat10n du rotor vertical de façon à diminuer Je temps de 

centrifugation. 

Après Ja centrifugation dans Je rotor Ti 60 , nous obtenions, 

dans le fond du tube, un culot très visqueux qui n 'a pas été récupéré 
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pour les centrifugations ultérieures. Or. selon Verne et al; ( 1 986) ce 

culot contient des protéines du plasma mais également des 
lipoprotéines plus denses et il doit donc être resuspendu entre les 

centrifugations de façon à éviter une perte des lipoprotéines. Ceci 

pourrait dès lors être une explication du faible rendement obtenu. 

Dans la littérature. certains auteurs utilisent des rotors zonaux 

qui ont des capacités de 600 ml et plus et qui ont l'avantage d'isoler 

de façon complète et plus rapide des lipoprotéines que dans les rotors 
conventionnels. (Mills, 1984). 

L'utilisation de gradient discontinu permet la séparation des 3 
classes de lipoprotéines en bandes distinctes séparées par des espaces 

de pJus faible concentration en materiel. Cependant, pour une 

séparation adéquate, il est préférable de travailler sur un tube 

suffisament long de façon à permettre une bonne séparation des 

constituants. ce qui limite l'emploi de certains rotors. (Mills, 1984). 

Les lipoprotéines présentant une distribution de densites pJus 

ou moins continue, il est difficile, dans un gradient linéaire de les 

séparer quand elles ont atteint leur équilibre isopycnique . 

Dans la littérature, la contamination des fractions est 

principalement le fait de la présence d'albumine et d'autres protéines 

de plasma. Un désavantage de l'utilisation du rotor vertical est que 

suite aux conditions de centrifugation, l'albumine adhère à la paroi des 
tubes et de ce fait est difficile à éliminer des différentes fract10ns de 
lipoprotéines.(Chung, 1986). 

En théorie, dans la technique d 'ultracentrifugation séquentielle , 

une contamination par l'albumine peut être évitée mais en pratique il 
n ·en est rien et il est conseillé de réaliser des centrifugations 

supplémentaires de façon à éliminer les contaminants des différentes 

fractions . (Mills, 1984). Selon nos résultats, la dernière centrifugation 

réalisée serait un lavage car on ne détecte plus d 'albumine dans la 

solution de HDL finale. 

Cette technique de séparation devrait être à nouveau testée en 

récupérant après chaque centrifugation dans le rotor Ti 60 le culot 

visqueux présent au fond du tube; il s'avérerait intéressant de mettre 

au point un type de gradient permettant de séparer d'une façon plus 

nette HDL2 et HDL3. La centrifugation finale servant de lavage 

pourrait être réalisée en mettant les lipoprotéines à la densité de 1,21 
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g/ml, densité typique des HDL3 et qui n·est pas trop proche de celle de 

l'albumine. 
De plus, il serait très intéressant d'utiliser des lipoprotéines 

isolées par ultracentrifugation séquentielle et marquées à l'iode 
radioactif Jors de nos centrifugations car elles permettraient de suivre 
la distribution exacte de celles-ci au cours des centrifugations et dès 
lors faciliterait la mise au point d'une telle technique. 

Des techniques immunologiques pourraient également être 
ut11isees afin de mettre en évidence les diff erentes apolipoproteines 
et ainsi caractériser d'une facon plus spécifique, les lipoprotéines 

presentes dans les fractions après centrifugation. 
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CONCLUSION: 
Il serait intéressant de pouvoir répondre à toute une série de 

questions telles que : 
1 ) Quel est le destin des HDL3 après leur fixation sur les cellules 
endothéliales: sont-elles dégradées dans les lysosomes, subissent-elles 
une retroendocytose? 
2) Quelle proportion d'apolipoprotéines des HDL3 associée à la cellule 
apres une incubation prealable, pourrait se retrouver a lïnterieur? 

3) Dans le cas d'une rétroendocytose, les protéines resécrètées sont­
elles identiques à celles endocytées? 
4) Les HDL2 ne peuvent-elles pas se fixer également sur les cellules 

· endotheliales? 

5) Des concentrations plus faibles en cholestérol ne favoriseraient­

elles pas la liaison des HDL3 aux cellules endothéliales? 
6) La liaison des HDL3 est-elle modifiée quand les cellules 
endothéliales sont soumises à un stress oxydant? 

Toutes les techniques que nous avons utilisées (isolement, 
iodination, liaison, électrophorèse, morphologie) nous permettraient de 
tenter de repondre à ces questions si seulement les facilites 

techniques et le temps nous étaient alloués en plus. 
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