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Introduction Il 

Avant - propos 

L'athérosclérose constitue une des maladies les plus courantes de ce dernières années dans 

la plupart des pays industrialisés. Elle provoque une mortalité importante (30 à 50 %) et aboutit 

finalement à de nombreuses complications, qu'elles soient cardiaques ou non. 

Pour introduire ce travail, nous rappellerons quelques notions générales sur les artères, 

endroits privilégiés du développement de cette maladie. Ensuite, nous évoquerons les facteurs de 

risques associés à cette maladie ainsi que les lésions qui la caractérisent. 

Bien que plusieurs types cellulaires soient concernés, nous nous sommes limités dans ce 

travail à l'étude d'un type cellulaire : les cellules musculaires lisses, présentes dans la paroi 

vasculaires des artères. 

Les lipoprotéines sanguines, et plus particulièrement les LDL, sont impliquées de près 

dans l'évolution de la maladie. De plus, la lysophosphatidylcholine (LPC), qui est un 

phospholipide présent dans toutes les lipoprotéines, mais surtout dans les LDL oxydées, pourrait 

jouer un rôle non négligeable dans le développement de l'athérosclérose, en induisant diverses 

réponses cellulaires auxquelles nous nous intéresserons dans ce travail, en nous focalisant sur deux 

modèles in vitro de cellules musculaires lisses (CML) artérielles humaines. 
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la structure d'une artère de moyen calibre ( d'après Junquiera, 1987). 



Introduction L2 

1. Les artères 

1.1. Généralités 

Tous les animaux pluricellulaires ont besoin d'un système de transport permettant non 

seulement la distribution à l'ensemble de l'organisme de plusieurs éléments essentiels à leur survie 

comme 1'02, les éléments nutritifs (sels minéraux, vitamines, sucres, graisses, protéines, ... ), les 

hormones ainsi que les agents de défense de l'organisme (globules blancs et anticorps), mais aussi 

l'évacuation des déchets métaboliques produits par l'organisme comme le C02, l'urée, ... 

Chez la majorité des animaux, cette fonction essentielle est réalisée par le système 

circulatoire sanguin. Chez les mammifères, celui - ci est composé de trois grandes parties que sont 

le cœur, la circulation pulmonaire et la circulation périphérique. Le rôle principal des artères est la 

conduction du sang depuis le cœur vers les organes périphériques (Campbell, 1995). 

1.2. Histologie de l'artère 

La structure de base commune à toutes les artères comprend trois couches, de l'intérieur 

vers l'extérieur : l'intima, la média et l'adventice (figures 1.1. et 1.2.). 

1.2.1. L'intima 

L'intima est la mince couche interne de la paroi vasculaire. Elle comporte : 

- un endothélium qui est constitué de cellules endothéliales très aplaties, jointives et allongées 

suivant le flux sanguin. La durée de vie de ces cellules varie de trois à six mois et leur 

renouvellement se fait à partir de la multiplication des cellules environnantes. Elles sont 

pourvues de récepteurs membranaires leur permettant de réagir à des facteurs actifs. Ce type 

cellulaire est très sensible et joue un rôle important dans le développement de différentes 

affections comme l'athérosclérose, les thromboses et les artériopathies oblitérantes. 

- une lame basale, sur laquelle repose l'endothélium, composée de collagène de type IV et enrobée 

d'une matrice composée de glycoprotéines adhésives dont la laminine et de protéoglycannes 

dont l'héparane-sulfate. 



Figure I.2. Schémas comparatifs d'une artère de moyen calibre par la 
coloration à l'hématéine & éosine (gauche), et par la coloration selon la 
méthode de Weigert (droite) mettant les structures élastiques en 
évidence (d'après Fawcett, 1994). 
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- une couche subendothéliale qui est située entre la lame basale et la limitante élastique interne. 

Elle est occupée par des fibres de collagènes de type III (réticuline), des fibrilles élastiques, des 

glycoprotéines de structures telle la fibronectine et des cellules d'aspects divers (myocytes, 

cellules de Langhans, lipophages). Dans certaines artères, on retrouve des faisceaux de cellules 

musculaires longitudinales. Leur contraction permet la réduction de la lumière vasculaire pour 

pouvoir réguler le débit sanguin au niveau de certains organes importants (cœur, reins, 

poumons). L'épaisseur de la couche subendothéliale augmente avec l'âge (Dadoune et al. , 1990). 

1.2.2. La média 

La média est la couche moyenne de la paroi vasculaire. Elle est constituée de cellules 

musculaires lisses et d'éléments conjonctifs extracellulaires comme des fibres de collagènes, des 

fibres élastiques, des glycoprotéines et des glycosaminoglycannes. La proportion de ces 

constituants varie : l'architecture de la média permet donc de distinguer les différents types 

d'artères (figure I.3 . et tableau I.l.). 

La média des artères de gros calibre (élastiques) comme l'aorte, contient plusieurs lames 

élastiques représentant un tiers du volume. Entre ces lames élastiques, on retrouve les cellules 

musculaires lisses ainsi qu'une matrice conjonctive occupant également un tiers du volume. 

La média des artères musculaires de moyen calibre contient de dix à quarante couches de 

cellules musculaires lisses à orientation spiralée et des fibres de collagène réparties dans une 

substance fondamentale amorphe composée de glycoprotéines et de glycosaminoglycanqes. Le 

tissu élastique est réduit à quelques fibres très fines disséminées au sein de la tunique. Il existe 

cependant deux lames élastiques épaisses : 

- la première, la limitante élastique interne (LEI), marque la limite entre l'intima et la média. 

- la seconde, la limitante élastique externe (LEE), plus fine, discontinue et parfois double ou triple, 

marque la limite entre la média et l'adventice. 

La média des artères de petit calibre comporte moins de dix couches de cellules musculaires 

lisses et une limitante élastique interne (Dadoune et al., 1990). 
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1.2.3. L'adventice 

L'adventice est la couche externe de la paroi vasculaire et son épaisseur, tout comme pour 

la média, varie en fonction du calibre du vaisseau. Elle est composée de fibroblastes, de globules 

blancs (lymphocytes, macrophages, plasmocytes) en proportion variable, de collagène, 

essentiellement de type I et de fibres élastiques. 

Elle contient en plus du tissu adipeux, des fibres nerveuses (nervi vasorum) et des 

vaisseaux sanguins et lymphatiques (vasa vasorum) (Dadoune et al., 1990). 

1.3. Les artères élastiques 

Les artères sont donc classées suivant leur diamètre. Des plus petites aux plus grandes, on 

trouve les artérioles, les artères musculaires ( de moyen calibre) et les artères élastiques ( de large 

calibre). Ce sont ces dernières . qui sont le plus souvent impliquées dans les phénomènes 

d'athérosclérose. L'aorte, les carotides, l'artère pulmonaire, l'artère iliaque et les artères sous­

clavières sont des exemples d'artères élastiques (Fawcett et al., 1994). 

On les appelle aussi les artères conductrices car leur fonction majeure est de transporter le 

sang venant du cœur vers les artères de moyen calibre. Elles ont aussi un rôle de régulation de la 

pression créée par les battements du cœur. La conséquence est que la pression artérielle et le débit 

sanguin diminuent et deviennent moins variables au fur et à mesure que l'on s'éloigne du cœur. 

Elles ont des caractéristiques propres qui sont les suivantes. L'intima est plus épaisse que 

celle des artères musculaires. La couche subendothéliale est épaisse et les fibres de tissu conjonctif 

de cette couche sont disposées longitudinalement. La LEI est difficilement visible (par rapport aux 

artères musculaires) et se confond souvent avec la lame de la couche sous - jacente. La média est 

constituée de plusieurs lames élastiques, fénestrées et disposées concentriquement. Entre ces 

lames élastiques, on trouve des cellules musculaires lisses, des fibres réticuliniques et une 

substance de fond composée principalement de chondroïtine sulfate. L'adventice est relativement 

peu développée et contient des fibres élastiques et des fibres de collagène (Dadoune et al., 1990). 
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2. L'athérosclérose 

2.1. Généralités 

L'athérosclérose est une maladie des artères responsable de plus ou moms 50 % de 

mortalité aux Etats-Unis, en Europe de l'Ouest et au Japon, de par les complications qu'elle 

entraîne et parmi lesquelles il faut citer l'ischémie cardiaque, l'infarctus du myocarde, les attaques, 

mais aussi la gangrène des extrémités des membres. Elle entraîne également des invalidités à long 

terme (Ross, 1993). 

Elle est caractérisée par une diminution du diamètre de la lumière artérielle, dû à 

l'accumulation de cholestérol dans la paroi. Des lésions localisées appelées athéromes se 

développent dans l'intima de l'ensemble des grandes artères (aorte, carotides, artères cérébrales et 

coronaires, ... ) suite à différents processus : dépôt de lipides dans l'intima, recrutement de cellules 

inflammatoires (monocytes, lymphocytes T, ... ), accumulation de cellules musculaires lisses, 

élaboration de collagène et de protéines de la matrice par les cellules musculaires lisses (O'Brien et 

Chait, 1994). 

2.2. Facteurs de risques 

Plusieurs études ont montré qu'il existait différents facteurs de risques pouvant provoquer 

le développement de la maladie. 

2.2.1. L'âge et le sexe 

Chez les personnes ayant un métabolisme lipidique normal, on remarque que les risques 

majeurs de mortalité liés aux attaques cardiaques proviennent du développement de 

l'athérosclérose. L'athérome est beaucoup plus fréquent chez l'homme que chez la femme jusque 

l'âge de 55 ans ; plus tard, l'incidence et la sévérité des lésions augmentent rapidement chez la 

femme, bien que les hommes soient plus sévèrement touchés. Les œstrogènes joueraient un rôle 

protecteur avant la ménopause (Stevens et Lowe, 1997). Le taux de HDL, responsable du 

transport inverse du cholestérol (voir point 4.2.4.), reste constant chez les deux sexes jusqu'à la 

puberté. Après, chez les hommes, il va y avoir une diminution de ces HDL en rapport avec 

l'augmentation d'androgènes. Cela explique qu'on a un taux comparable de mortalité entre les 

hommes âgés de 55 à 64 ans et les femmes âgées de 65 à 75 ans (Hazzard, 1989). 
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2.2.2. L'alimentation 

Le mode de vie et les habitudes alimentaires jouent aussi un rôle important dans le 

développement de cette maladie. Un régime alimentaire à base d'acides gras polyinsaturés est plus 

favoràble à l'apparition de la maladie qu'un régime à base d'acides gras monoinsaturés, ceux - ci 

étant plus résistants à l'oxydation (Mabile et al., 1995). Le café lui aussi peut avoir un effet 

nuisible : il agit comme anti - fibrinolytique et donc favorise la coagulation sanguine. Les obèses 

ont des risques plus importants de contracter la maladie. 

2.2.3. L'hypertension 

Elle peut induire un problème de fonctionnement de l'endothélium. Celui - ci va alors 

augmenter sa perméabilité pour les macromolécules (Hazzard, 1989) et modifier ses propriétés 

d'adhérence aux cellules du sang (O'Brien et Chait, 1994). Environ 50 % des personnes souffrant 

d'hypertension sont atteintes d'athérosclérose. 

2.2.4. Le tabagisme 

La fumée dégagée va altérer le fonctionnement de l'endothélium : la perméabilité augmente, 

l'adhésion des plaquettes s'accentue et la concentration en HDL diminue (Hazzard, 1989) 

(O'Brien, 1994). La nicotine présente dans le tabac a également comme effet d'augmenter la 

pression artérielle et d'accélérer le pouls. 

2.2.5. Autres facteurs 

Le diabète est aussi un facteur de risque : une surproduction d'insuline stimule la 

prolifération des cellules musculaires lisses et la production de matrice extracellulaire (O'Brien et 

Chait, 1994). Certaines études ont démontré qu'il y avait un lien entre stress et maladie 

ischémique cardiaque (Stevens et Lowe, 1997). Il existe en plus des maladies génétiques comme 

les hypercholestérolémies ou hyperlipidémies qui affectent le métabolisme des lipides et 

conduisent à des symptômes précoces (voir point 4.3.). 
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Figure I.4. : Evolution de l'athérome .. A : compos1t10n de la strie 
lipidique. Il y a une accumulation de cellules spumeuses sous 
l'endothélium. B : Architecture de la plaque fibreuse. Un noyau 
composé de débris cellulaires, cellules spumeuses et cristaux de 
cholestérol est localisé sous une chape fibreuse formée de tissu 
conjonctif et de cellules musculaires lisses provenant de l'intima 
( d'après Serica, 1996). 
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2.3. L'athérome et son évolution 

Le premier stade de la formation des lésions athérosclérotiques est la strie lipidique (voir 

figure 1.4.A.). Cette lésion peut être décrite comme une accumulation de cellules ayant un 

cytoplasme rempli d'esters de cholestérol dans la couche subendothéliale. Ces cellules ont été 

dénommées cellules spumeuses. Elles dérivent principalement de monocytes circulants, qui après 

avoir traversé l'endothélium se transforment en macrophages, mais certaines proviennent 

également de cellules musculaires lisses. 

La strie lipidique peut alors progresser en une lésion fibro - graisseuse, puis en une forme 

beaucoup plus sérieuse : la plaque fibreuse. C'est une lésion évoluée excentrique qui occupe 

l'intima et fait saillie dans la lumière pour en réduire le diamètre. La couche située entre la lumière 

et le noyau nécrotique est appelée chape fibreuse (voir figure 1.4.B.). Elle est constituée de cellules 

musculaires lisses, macrophages, lymphocytes, cellules spumeuses et de matrice extracellulaire 

(MEC). Le noyau, quant à lui contient des débris cellulaires, des matériaux lipidiques 

extracellulaires avec des cristaux de cholestérol et quelques cellules spumeuses (Serica, 1996). 

On arrive alors à des lésions avancées de l'athérosclérose : une calcification de la lésion 

génère une paroi rigide pouvant s'ulcérer et aboutir à la formation d'un thrombus obturant les 

vaisseaux, provoquant ainsi la nécrose et l'ischémie des tissus : c'est ce qu'on appelle l'infarctus. 

2.4. Modèles 

Cette pathologie reste cependant mal connue et il existe plusieurs hypothèses explicatives. 

Un des meilleurs modèles fut celui proposé par Ross et ses associés qui est l'hypothèse de 

la réponse à l'agression. Il suggère qu'il existe deux conditions indispensables pour pouvoir 

développer la maladie (voir figure I.5.) : un taux en cholestérol sanguin élevé 

(hypercholestérolémie) et un endothélium endommagé. Cette hypothèse suppose qu'une blessure 

endothéliale soit nécessaire, entraînant des changements importants au niveau de ces cellules : 

- augmentation de l'expression de facteurs de croissance et de cytokines 

- plus forte adhérence des leucocytes 

- perméabilité altérée vis à vis des lipoprotéines 

- perturbation de la balance thrombotique / fibrinolytique. 
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Après ces évènements initiaux, il y a prolifération des cellules musculaires lisses et 

production de MEC. Dans ce modèle, les lésions athérosclérotiques s'apparient à une forme 

chronique d'inflammation, associée à une réparation excessive en réponse à un traumatisme de 

faible intensité de l'endothélium. C'est dans ces excès que la réparation devient un processus 

pathogène, générant des lésions (Serica, 1996). 

Les origines du traumatisme pourraient être des effets hémodynamiques, mais aussi des 

infections microbiennes. Il y aurait également une association avec Chlamydia, ainsi qu'avec les 

herpesvirus dont le cytomégalovirus, mais cela reste à confirmer (Nicholson et Hajjar, 1998 ; 

Melnick et al., 1995). 

Outre l'hypothèse de réponse à l'agression, il existe d'autres hypothèses et on s'accorde de 

plus en plus pour dire qu'elles ne sont pas nécessairement exclusives l'une de l'autre : 

- l'hypothèse thrombogénique suggère que le thrombus est incorporé dans l'intima des vaisseaux, 

que les lipides dérivent des membranes plaquettaires, et que la prolifération cellulaire soit 

favorisée par des facteurs de croissance dérivés des plaquettes. 

- l'hypothèse de prolifération clonale est basée sur l'observation que les cellules musculaires lisses, 

présentes dans les plaques athéromateuses, dérivent d'un clone cellulaire ; l'athéromatose serait 

due à une anomalie primaire de la croissance cellulaire. 

- l'hypothèse de l'insudation lipidique envisage que les lipoprotéines de faibles densité (LDL) 

pénètrent dans l'intima où, une fois oxydées, elles constituent des facteurs toxiques favorisant 

l'inflammation. L'inhibition du développement de l'athérome du à la présence de substances anti 

- oxydantes est un argument en faveur de cette hypothèse (Stevens et Lowe, 1997). 

Dans l'athérosclérose, trois types cellulaires jouent donc un rôle capital : les cellules 

endothéliales ; les monocytes qui se transforment en macrophages, accumulant les esters de 

cholestérol pour donner les cellules spumeuses ; mais aussi les cellules musculaires lisses qui par 

leur prolifération excessive, contribuent également à l'évolution de l'athérome. Dans ce travail, 

nous nous focaliserons sur ce dernier type cellulaire. 
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3. Les cellules musculaires lisses 

3.1. Généralités 

Bien que le type cellulaire nous intéressant se trouve au niveau des vaisseaux sanguins, on 

trouve également les cellules musculaires lisses (CML) à d'autres endroits du corps des vertébrés 

comme les intestins, les voies respiratoires ou bien encore au niveau du tractus urogénital (Wolfe, 

1993). 

A la naissance, au niveau de la média des vaisseaux sanguins, on s'aperçoit que les artères 

développent un nombre de couches de CML invariable. Après cette étape, le nombre de couches 

dans la paroi vasculaire n'augmente plus et l'épaisseur de la média est due à la production de tissu 

conjonctif (Schwartz et Murry, 1998). 

Lors d'une maladie vasculaire comme l'athérosclérose, il va y avoir migration des CML de 

la média vers l'intima, puis prolifération inappropriée des CML vasculaires suite à la libération 

d'agents mitogènes produits entre autre par des macrophages activés. Cette prolifération cellulaire 

constitue un évènement secondaire dans le développement de la pathologie (Weissberg, 1991). 

3.2. Morphologie 

Les CML sont appelées ainsi car au microscope elles ne présentent pas de striations 

régulières. De plus, elles sont fines, allongées et tout comme les cellules cardiaques, possèdent 

chacune un seul noyau. On trouve du réticulum endoplasmique lisse (REL) sous forme de petites 

vésicules, sous la membrane plasmique et à l'intérieur de la cellule. Des filaments d'actine, de 

tropomyosine et de myosine sont présents et sont disposés parallèlement au grand axe de la 

cellule : ils sont responsables de la contraction des vaisseaux (Wolfe, 1993). 

En condition de culture cellulaire, elles perdent un grand nombre de leurs capacités, dont 

essentiellement celle de se contracter : les filaments sont progressivement remplacés par des 

organelles comme le réticulum endoplasmique rugueux (RER) et l'appareil de Golgi (Weissberg, 

1991 ). Ce changement phénotypique du type contractile au type synthétique a également lieu lors 

du développement de l'athérosclérose (Casscells, 1991 ). Une suggestion à propos de l'implication 

des ces cellules dans les phénomènes de l'athérosclérose est qu'elles proviennent de l'expansion 

clonale d'une sous-population de cellules "immatures" présentes dans la média et/ou l'adventice. 
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Tableau I.2. : Changements phénotypiques des protéines du cytosquelette 
dans les cellules musculaires lisses in vivo en fonction de l'âge et de 
dommages et in vitro ( d'après Schwartz, 1986). 
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Cette hypothèse implique l'existence d'au moins deux phénotypes distincts de CML et reflète les 

deux origines possibles (mésenchyme et crêtes neurales) de ces cellules. Une vue alternative est 

que ces cellules dérivent de CML matures de la média et subissent une modulation phénotypique 

lors de leur migration vers l'intima (Shanahan et Weissberg, 1998). 

3.3. Caractéristiques biochimiques 

Dans ce paragraphe, nous insisterons sur quelques caractéristiques majeures qui jouent un 

rôle important dans les fonctions normales de CML. Leur dérégulation par contre peut jouer un 

rôle dans les pathologies artérielles. 

3 .3 .1. Les protéines contractiles 

On trouve un grand nombre de protéines dans les CML. Les plus étudiées sont celles du 

cytosquelette, et en particulier les protéines contractiles : ce sont d'excellents paramètres 

biochimiques utilisés pour décrire le développement et la différentiation des cellules (voir tableau 

1.2.). 

Trois isoformes différentes d'actine ont été distinguées dans les artères : les isoformes a., ~ 

et y de l'actine. Dans l'aorte adulte normale, les CML montrent une prédominance de l'a. - actine, 

un peu de ~ - actine et très peu de y - actine, alors que chez le fœtus et chez le nouveau né, la ~ -

actine prédomine. Lors de lésions athérosclérotiques, les filaments <l'a. - actine ont tendance à 

diminuer fortement, ce qui contribue au changement phénotypique des cellules (Schwartz et 

Murry, 1998). 

La myosine est aussi une protéine présente dans ces cellules. Elle diffère de celle des 

muscles striés par différentes aspects : 

- la composition en acides aminés. 

- le type des chaînes légères et les propriétés chimiques des molécules de myosine. 

- l'assemblage des molécules pour la formation de filaments. 

D'autres protéines associées aux filaments intermédiaires ont également été identifiées : il 

s'agit de le synémine et de la paranémine (Schwartz et Murry, 1998). D'autres protéines comme 

l'ubiquitine et la calponine sont également des protéines associées à la fonction de contraction des 
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cellules (Shanahan et Weissberg, 1998). Par ailleurs, on trouve une autre protéine spécifique 

constituant le cytosquelette des CML : la smootheline. Il a été proposé qu'elle représentait un 

marqueur essentiel des CML ayant le phénotype contractile. Pour cette raison, des études basées 

sur la distribution de cette protéine ont été réalisées dans différentes conditions (vasculogénèse du 

placenta, vaisseaux normaux, lésions athérosclérotiques) afin de suivre une éventuelle 

différenciation de ces cellules (van der Loop et al., 1997). 

En plus des protéines contractiles, le cytoplasme contient des protéines de structure qui 

changent lors de la différenciation. Des CML matures possèdent deux classes de protéines de 

filaments intermédiaires : la vimentine, que l'on trouve dans la plupart des cellules, et la desmine, 

spécifique aux cellules musculaires. Tout au long du développement ou de la différenciation, il y a 

une diminution générale de la desmine, alors que la vimentine, elle, reste relativement stable quel 

que soit le stade considéré. 

3.3.2. Les constituants de la MEC 

Il existe également au sein des cellules musculaires lisses, des protéines associées à la 

matrice extracellulaire comme l'élastine, l'ostéoglycine, la "matrix Gla protein" (MGP) et 

l'ostéopontine. Ce groupe de protéines constituent les composants extracellulaires majeurs de la 

paroi vasculaire. La MGP et l'ostéopontine sont les deux protéines qui sont le plus exprimées 

dans les CML en culture. De plus, ces protéines sont toutes les deux exprimées par les CML de 

l'intima aux différents stades de l'athérosclérose, et exprimées constitutivement par les CML 

contractiles de la média dans les vaisseaux normaux (Shanahan et Weissberg, 1998). 

3.3.3. Facteurs de croissance, cytokines et leurs récepteurs 

3.3.3.1._Le_PDGF et ses_récwteurs 

Un des facteurs de croissance le plus important est le "platelet derived growth factor" 

(PDGF). C'est un dimère de 30 kDa composé de chaînes polypeptidiques A ou B, liées par un 

pont disulfure. Il interagit avec un récepteur membranaire présent sous deux formes : l'a et le ~­

Le récepteur a interagit avec les dimères AA, BB et AB, tandis que le récepteur ~ interagit avec le 

dimère BB, et dans une moindre mesure avec le dimère AB. Il s'agit de récepteurs à activité 

tyrosine kinase, dont les mécanismes de transduction seront résumés au point 3.4. 1. 
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Le PDGF, et plus particulièrement !'isoforme BB, est un facteur chémotactique et un agent 

mitogène puissant pour les CML in vitro. Le PDGF stimulerait également les CML in vivo, mais 

induirait plutôt la migration cellulaire que la prolifération. Ce facteur de croissance est synthétisé à 

la fois par les cellules endothéliales et par les CML. En culture, l'expression de l'ARNm du PDGF 

A est surtout exprimé par les CML, alors que l'ARNm du PDGF Best lui surtout exprimé par les 

cellules endothéliales. Ces cellules sécrètent également la protéine PDGF. Le gène du PDGF est 

induit par différents facteurs parmi lesquels il faut citer la thrombine, les LDL oxydées et 

!'interleukine - 1 (IL-1). Les actions mitogéniques de ces molécules sont médiées par le PDGF 

AA. Il existe donc un certain consensus pour dire que le PDGF serait impliqué dans l'athérogénèse 

(Klagsburn, 1995). 

3.3.3.2._Le_FGF-2.et ses récepteurs 

Les "fibroblast growth factors" (FGF) constituent une vaste famille de facteurs de 

croissance, dont le basic FGF (bFGF ou FGF-2) est l'un des mieux connus. Le FGF-2 est un 

polypeptide de 18 kDa et est reconnu comme étant un puissant rnitogène de CML en culture. Ce 

facteur de croissance doit se lier à l'héparane-sulfate (protéoglycanne de surface), afin de se lier à 

un récepteur à tyrosine kinase à haute affinité et de produire un effet mitogène. On peut dire que 

cette protéoglycanne de surface et le récepteur au FGF agissent comme un système de co­

récepteurs modulant l'activité du FGF-2. Le FGF-2 ne serait pas sécrété dans le milieu, mais serait 

plutôt associé avec la cellule et avec la MEC. Il existe plusieurs récepteurs au FGF à haute affinité 

et il semblerait que les CML expriment le FGF-Rl , encodé par le gène flg ("FMS-like gene") 

(Blanquet, 1995). 

Le facteur FGF-2 est mitogénique pour les cellules musculaires lisses et est synthétisé par 

ces cellules in vitro. Par contre, in vivo, la synthèse de FGF-2 se déroulerait seulement après une 

blessure vasculaire. Le FGF-2 endogène montre aussi un effet rnitogène sur les cellules, étant 

donné qu'après avoir ajouté des anticorps neutralisant le FGF-2, on observe une diminution de la 

prolifération des CML de la média de 80 %. Lors d'une administration in vivo , le FGF-2 produit 

une augmentation importante sur la prolifération des CML (Klagsburn, 1995). 

3. 3. 3. 3._Autres facteurs de croissance 

L"'heparin - binding EGF-like growth factor" (HB-EGF) est aussi un facteur de croissance. 

Des preuves expérimentales sont données comme quoi il serait également un chémoattractant et 

un mitogène pour les CML en culture, comme l'est le PDGF (Klagsburn, 1995). 
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Couplé à une exposition au PDGF, l'"insulin-like growth factor" (IGF) à la possibilité de 

stimuler la synthèse d'ADN. Cela a mené au concept que le PDGF serait un facteur de 

compétence et l'IGF un facteur de progression (Casscells, 1991). 

Le "vascular endothelial growth factor" (VEGF) est également un facteur de croissance 

sécrété par les CML. Cependant, il ne montre aucun effet pro - prolifératif sur ces cellules mais 

bien sur les cellules endothéliales. 

Le "transforming growth factor - ~" (TGF-~) est un membre d'une grande famille de 

protéines qui sont impliquées à la fois dans la stimulation et l'inhibition de la prolifération des 

CML. De faibles concentrations en TGF-~ stimuleraient la prolifération des cellules tandis que de 

fortes concentrations joueraient un effet inhibiteur (Klagsburn, 1995). 

3.3.3.4. Les CJ!fokines 

Des études ont montré que l'IL-1, un peptide provenant entre autre des monocytes et des 

macrophages, mais qui est également produit par une large gamme de cellules dont les cellules 

endothéliales et les CML elles - même, stimule la prolifération des CML en induisant l'expression 

du PDGF-AA. Il est également capable d'induire l'expression de FGF-2 des CML. Certains 

groupes ont montré que l'interleukine - 6 (IL-6) avait un effet rnitogénique sur les CML. Sa 

synthèse est faible dans des CML quiescentes mais est stimulée par le PDGF, l'IL-1 et par lui­

même. D'autres chercheurs ont trouvé que dans les artères humaines pathologiques, les cellules 

néo intimales exprimaient plus le Tumor Necrosis Factor - a (TNF-a) au niveau ARNm, que 

dans la plupart des CML de la média (Casscells, 1991). 

3.4. Transduction du signal 

Dans cette partie, nous allons décrire les deux principales voies d'activation qui semblent 

jouer un rôle important dans la prolifération des CML, permettant de mieux comprendre les 

expériences réalisées dans le cadre de ce mémoire. Les voies sont généralement activées dans les 

cellules stimulées avec des facteurs de croissance se liant aux récepteurs à tyrosine kinase. 
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3.4.1. La voie des mitogen-activated protein kinases (MAPK) 

Il existe actuellement plusieurs cascades parallèles des MAPK (voir figure I.6.). Elles sont 

toutes caractérisées par une séquence de trois kinases qui se succèdent, les MKKK, les MKK et 

les MAPK, qui phosphorylent en aval des facteurs transcriptionnels. Nous décrirons ici que les 3 

voies les mieux connues. 

La première voie décrite est celle des p42/p44MAPK_ Elle enclenchée principalement par des 

facteurs de croissance dont les récepteurs ont une activité tyrosine kinase intrinsèque. Lorsque le 

facteur de croissance (par exemple l'EGF) se lie à son récepteur (voir figure 1.7.), celui-ci 

s'autophosphoryle sur des résidus tyrosine et lie le complexe Grb-2 / SOS par l'intermédiaire d'un 

domaine SH2 de Grb-2. Ce complexe est alors transféré sous la membrane plasmique, où SOS 

interagit avec Ras. Ras est une petite protéine localisée à la face interne de la membrane 

plasmique. Sous forme inactive, cette molécule est liée à un GDP. Son interaction avec SOS 

permet la conversion de Ras-GDP en Ras-GTP, puisque SOS est un facteur d'échange GDP-GTP. 

Ensuite par des mécanismes qui sont encore mal connus, Ras-GTP permet l'activation de Raf, qui 

une fois active, phosphoryle une MKK sur des résidus sérine. MEKl et MEK2 sont des kinases 

à activité duale, puisqu'elles ont à la fois une activité tyrosine kinase et une activité sérine / 

thréonine kinase, ce qui est exceptionnel. Elles reconnaissent le motif -TEY- localisé sur les 

p42/p44MAPK_ Ces dernières sont phosphorylées sur des résidus thréonine et tyrosine et 

deviennent alors actives. Elles peuvent phosphoryler de nombreux substrats cellulaires comme les 

phospholipase A2 cytosoliques (cPLA2), les récepteurs à l'EGF, ... (voir figure I.6.) et nucléaires, 

dont un grand nombre de facteurs de transcription permettant entre autre d'augmenter l'expression 

du gène c-fos. Elles induisent également une augmentation de la transcription et de la traduction, 

ce qui explique l'effet mitogène. 

Une deuxième voie décrite est celle des p54MAPK encore appelées JNK pour Jun NH2 

terminal kinase, étant donné qu'elle active le facteur de transcription c-jun. Tout comme pour les 

p42/p44MAPK, l'activation des p54MAPK nécessite une double phosphorylation des résidus 

thréonine et tyrosine d'un motif de type -TPY-. L'activateur de p54MAPK est une protéine appelée 

JNK kinase (JNKK), ressemblant très fort à la MAPK, qui est elle-même activée par des MKKK 

dont MEKKI et MEKK4. Ces MKKK peuvent, tout comme Raf, être activées par Ras, mais 

également par une voie indépendante de Ras, comme une activation à l'IL-1 (Mercurio, 1999). 

Le troisième type de MAPK est la p40MAPK (chez l'homme) ou p38MAPK (chez la souris). 

Ce type de MAPK est activé par l'IL-1 et le TNF-a, mais aussi par des stress chimiques et 
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thermiques. p40MAPK est phosphorylée sur les résidus thréonine et tyrosine d'un motif -TGY- par 

la RK kinase (RKK ou MKK3), une kinase spécifique de p40MAPK et dont l'activation est 

indépendante de Raf. Elle est également activée par MKK6 et MKK4 (Garrington et Johnson, 

1999). Elle active différents facteurs de transcriptions ainsi qu'une MAP kinase-activated protein 

kinase (MAPKAP kinase) (voir figure I.6.). 

3.4.2. Phospholipases C, calcium et protéines kinases C 

Une autre voie d'activation bien connue est celle des phospholipases C (PLC), qui sont des 

enzymes membranaires hydrolysant le phosphatidyl inositol bisphosphate (PIP2). Il existe trois 

groupes de PLC (voir figure I.8.) et les isozymes du type y sont activées par recrutement via leurs 

domaines SH2 sur des résidus tyrosine - phosphorylés présents sur des récepteurs à activité 

tyrosine kinase activés. Les PLC-~ par contre, sont associées à des récepteurs couplés à des 

protéines G. Suite à l'hydrolyse du PIP2, les PLC forment deux molécules, pouvant servir de 

messagers secondaires, que sont l'inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG) (voir 

figure I.9.) (Lee et Rhee, 1995). L'IP3 serait capable d'interagir avec des récepteurs spécifiques 

localisés sur la membrane du réticulum endoplasmique pour provoquer l'ouverture d'un canal 

calcique et donc libérer des ions calcium dans le cytoplasme (voir figure I.10). 

Cette augmentation de calcium cytosolique conduit à l'activation de plusieurs protéines 

dont des PKC (protein kinase calcium-dependent) (Lodish et al., 1998). Il existe plus de dix 

isoformes de PKC qui sont réparties en trois groupes: les PKC classiques, les PKC atypiques et 

les nouvelles PKC (voir figure I.11.). Selon les groupes, les PKC réagissent différemment au DAG 

et au calcium (voir figure I.12.) mais beaucoup d'entre elles voient leur activation encore 

augmentée en présence d'acides gras insaturés et également en présence de 

lysophosphatidylcholine (LPC). Raf pourrait être phosphorylé par certaines PKC : in vitro, Ras 

aurait une interaction avec la PKCÇ et le PDGF provoquerait cette association in vivo. Dès lors, 

on peut remarquer que les deux voies d'activation décrites auparavant semblent avoir des liens 

(Dekker et Parker, 1994). 

3.5. Les phopholipases Az et le métabolisme de l'acide arachidonique 

Les phospholipases sont un groupe d'enzymes qui partagent la propriété d'hydrolyser un 

substrat commun que sont les phospholipides. Elles diffèrent entre elles par le site d'action sur les 

phospholipides . ainsi que leur régulation. La classification de ces enzymes est basée sur le site 

d'attaque des phospholipides (voir figure I. 13.). Les phopholipases de la classe A hydrolyse les 
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phopholipides au niveau de la liaison ester 1 - acyl (PLA1) ou ester 2 - acyl (PLA2). Les 

phopholipases B hydrolysent les deux groupes acyl. La phospholipase C clive la liaison 

glycérophosphate, tandis que la phopholipase D clive au niveau du groupement phosphate 

(Divecha et Irvine, 1995). 

Nous nous intéresserons plus particulièrement aux PLA2 dont l'intérêt biologique est 

surtout celui d'avoir un rôle dans la production de médiateurs lipidiques impliqués dans 

l'inflammation, puisqu'elles produisent leur précurseur, l'acide arachidonique (voir figure I.14.). 

Ces enzymes catalysent l'hydrolyse de la liaison en position sn-2 des phospholipides pour 

produire des acides gras et des lysophopholipides (Dennis, 1997). Les PLA2 peuvent donc 

contribuer non seulement à la production d'eicosanoïdes, mais aussi de lysophospholipides. Parmi 

ceux - ci, la LPC (voir point 5.) suscite un intérêt croissant dans le domaine de l'athérosclérose. 

Elles constituent une famille d'enzymes assez hétérogène (voir tableau I.3.), différant 

principalement par leur source, leur poids moléculaire, mais aussi par leur caractéristiques 

biochimiques. 

Pour les cellules de mammifères, les PLA2 présentes dans un type cellulaire donné varient, 

mais la cPLA2 (PLA2 cytosolique) d'un poids moléculaire de 85 kDa, encore appelée PLA2 de 

type IV, est plutôt ubiquitaire (Murakami et al., 1997). Son activité augmente dans les cellules 

stimulées. Il en va de même pour la sPLA2 de type IIA (PLA2 sécrétée), également exprimée dans 

de nombreux types cellulaires, surtout en réponse à différents signaux. Cette enzyme, induite par 

de nombreuses cytokines pro - inflammatoires, joue probablement un rôle dans la biosynthèse 

induite d'eicosanoïdes (Murakami et al., 1997). Ces 2 PLA2 sont calcium - dépendantes (voir 

tableau I.3.). Plus récemment, on a commencé à décrire des PLA2 indépendantes de calcium 

(iPLA2), dont la PLA2 de type VI, présente entre autres dans les cellules dans les cellules 

endothéliales de cordon ombilical humain (HUVEC) (Michiels et al., manuscrit en préparation). 

On l'associe en général au turn - over des phospholipides membranaires (Murakami et al., 1997). 

Dans ce travail, nous nous limiterons à estimer globalement l'activité des PLA2. Mais il est 

fort probable que dans les cellules musculaires lisses stimulées, ce soit la cPLA2 (IV) et la sPLA2 
(IIA) qui soient impliquées. 

La cPLA2 est une enzyme d'un poids moléculaire de 85 kDa qui clive préférentiellement 

les phospholipides possédant l'acide arachidonique en position sn-2. Ce dernier permet alors la 

synthèse de leukotriènes et de prostaglandines qui sont produits respectivement par l'intervention 

de deux familles d'enzymes que sont les lipoxygénases et les cycloxygénases. Elles peuvent être 
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340 kOa complex 
VII Human plasma Secreted 45 None GxSxG consensus· sequence. Ser273. Asp296, 

His351 
VIII 8ov1ne bra,n Cytosolic 29 None Ser47 
IX Manne snail Secreted 14 < mM 6 His-Asp pa,r 

Tableau I.3. 
Dennis, 1997). 

Caractéristiques des principaux groupes de PLA2 ( d'après 

RCPG 
R tyr-kinase 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

? 1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

t 

[ MI\P-K 

1 1 
-.---J 

p p 
Translocation 

~ ------------------- ---
--------------------

Figure I.1 5. : Mécanismes d'activation de la cPLA2. Une première voie 
d'activation fait intervenir les récepteurs aux protéines G (RCPG) et une 
deuxième les récepteurs à tyrosine kinase (d'après Faucarde, 1996). 

21. 22 

23. 24 
13 



Introduction 117 

activées par une large variété de stimuli comme l'IL-1 , le TNF-a, ... et elles jouent également un 

rôle dans la prolifération cellulaire induite par différents facteurs de croissances tels, l'EGF, le 

PDGF et le FGF-2 (Clark et al., 1995). Etant donné sa localisation cytosolique, elle est capable 

d'être en contact direct avec les phospholipides concentrés dans le feuillet interne de la membrane. 

De plus, son activation est induite par de faibles concentrations en calcium ( de l'ordre du µM). Ce 

dernier ne participe pas, contrairement à d'autres PLA2, au fonctionnement du site actif de 

l'enzyme. 

Il existe actuellement un modèle de double régulation de la cPLA2 ( voir figure I.15. ). Dans 

ce modèle, l'enzyme est régulée par plusieurs voies. La première est liée à l'activation par des 

facteurs de croissance, qui une fois liés à leurs récepteurs, provoquent leur dimérisation et 

autophosphorylation. Cela permet l'activation de la PLCy provoquant la libération de calcium 

dans le cytosol (voir point 3.4.2.). D'autre part, la MAPK est également activée à l'issue d'une 

cascade classique faisant intervenir Ras (voir point 3.4.1.). La MAPK phosphoryle plusieurs 

substrats, dont la cPLA2. La phosphorylation de la cPLA2 augmente son activité, alors que 

l'augmentation de la concentration en calcium provoque son interaction avec les phospholipides 

membranaires. Une fois activée, l'enzyme subit une translocation vers l'enveloppe nucléaire et le 

réticulum endoplasmique (Murakami et al. , 1997). La deuxième, que nous n'aborderons pas dans 

ce travail, est liée aux récepteurs couplés aux protéines G (Faucarde et al., 1996). Des expériences 

ont montré que la cPLA2 était capable d'influencer la prolifération des cellules musculaires lisses 

(Anderson et al., 1997), et elle pourrait donc jouer un rôle dans l'athérosclérose. 

3.6. Le cycle cellulaire 

Dans ce chapitre, nous aborderons également rapidement cycle cellulaire, puisque dans ce 

travail nous nous intéressons à la prolifération des CML. 

Lorsqu'une cellule se divise, on peut distinguer quatre grandes étapes qui ensemble forment 

ce qu'on appelle le cycle cellulaire (voir figure I.16.). Au cours de l'étape G1, la cellule grossit et 

fabrique de nouvelles protéines. Enfin, on entre dans la phase S, qui est l'étape de duplication de 

l'ADN. La troisième est la période dans laquelle la cellule se prépare à la mitose, c'est la phase G2. 

Après cette période, les cellules subissent le processus complexe de la mitose (phase M). Il faut 

noter qu'une cellule au repos se trouve en phase G0 et que suite à certains stimuli, elle peut 

repasser en phase G1 et donc débuter son cycle cellulaire. Ces différentes étapes du cycle 



Figure 1.16. : Représentation schématique du cycle cellulaire et des 
principales protéines impliquées ( d'après MacLachlan, 1995). 
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Tableau I.4. : Caractéristiques et fonctions des protéines impliquées dans 
le cycle cellulaire. Les cyclines constituent les sous - unités régulatrices et 
les cdc/cdk les sous - unités catalytiques des kinases dépendant du cycle 
cellulaire ( d'après MacLachlan, 1995). 
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cellulaire sont commandées par deux acteurs principaux que sont les cyclines et les "cyclin­

dependant kinases" ( cdk). En fait, les cyclines constituent les sous - unités régulatrices des cdk. 

Il existe plusieurs sortes de cyclines et elles sont souvent classées en deux groupes : les 

cyclines dites mitotiques, qui regroupent les cyclines de type A et B et comme leur nom l'indique 

interviennent dans les phases précédant celle de la mitose; et les cyclines dites G1, qui regroupent 

les cyclines Cet D et qui sont présentes dans les cellules dès la phase G1. Ces cyclines n'agissent 

pas toutes seules car suivant leur type, elles sont associées avec une cdk formant ainsi un 

complexe cycline - cdk. Il existe beaucoup de cdk et, actuellement elles ne sont pas encore toutes 

découvertes (voir tableau I.4.). Signalons également qu'il existe de nombreux inhibiteurs du cycle 

cellulaire sur lesquels nous ne nous attarderons pas. Mais la complexité et la multitude des 

intervenants du cycle cellulaire sont bien illustrés à la figure I.16. 

Quand une cellule en G0 est stimulée par des facteurs de croissance, il va y av01r une 

synthèse de cycline D. Leur présence est responsable de la progression du cycle cellulaire en 

phase G1. Si une quantité suffisante en D n'est pas atteinte jusqu'à un point de restriction R, la 

cellule ne peut pas entrer dans la phase S du cycle cellulaire. Pendant l'étape G1, les cyclines D 

s'associent avec des kinases, dont la cdk 4 et la cdk 6, pour former un complexe cdk - cycline D 

qui permet, via la phosphorylation d'une protéine Rb ("Retinoblastoma"), la libération de facteurs 

permettant la synthèse d'ADN. On peut donc dire que si les cellules ont un taux élevé un cyclines 

D, cela veut dire qu'elles vont entrer dans du cycle cellulaire et pour se multiplier (MacLachlan et 

al., 1995). 

Après avoir passé en revue certaines propriétés des CML, il semble important maintenant 

de décrire les différentes lipoprotéines présentes dans le sang. Comme on l'a déjà mentionné avant, 

il semblerait que certaines d'entre elles, en particulier les LDL oxydées, jouent un rôle important 

dans le développement de l'athérosclérose. De plus, on sait maintenant que les CML sont 

impliquées dans cette pathologie. 
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Tableau 1.5 . : Les apolipoprotéines : caractéristiques et fonctions 
majeures (d'après Rubin, 1994). 

Chylomicrons VLDL LDL HDL 

Poids mol. x 10·0 >4 X 10~ 5-6 2,3 0,18-0,36 
Densité < 1,006 
Composition chimique (%) 

0,95-1 ,006 1,006-1,063 1,063-1,210 

Triacylglycérols 85 50 10 
Cholestérol libre 1 7 8 
Esters de cholestérol 3 12 37 
Phospholipides 9 18 20 
Protéines 2 10 23 

Principales apoprotéines A-I B B 
B C-I 
C C-II 

C-III 
E 

Tableau 1.6. : Comparaison des 4 types majeurs de 
lipoprotéines ( d'après Rawn, 1995). 
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4. Les lipoprotéines 

4.1. Généralités 

Il a été démontré que le développement des lésions athérosclérotiques étaient fortement 

liées au métabolisme du cholestérol et à son transport. Ce sont les lipoprotéines du plasma 

sanguin qui effectuent le transport du cholestérol (sous ses différentes formes : cholestérol 

estérifié ou non), des triglycérides, ainsi que celui des phospholipides avec quelques protéines 

associées. Les lésions vasculaires apparaissent suite à une accumulation de ce cholestérol en 

particulier au niveau de l'intima des artères élastiques. Le risque augmente dans le cas d'une 

alimentation trop riche et/ou suite à certains dysfonctionnements du métabolisme du cholestérol 

(voir point 4.3.). 

Etant donné que le cholestérol n'est pas hydrosoluble ( donc insoluble dans le sang 

également), il doit être modifié pour permettre son transport dans la circulation sanguine. Cette 

modification consiste en une association avec d'autres lipides et avec des protéines appelées plus 

particulièrement des apolipoprotéines (APO). L'ensemble, formé par ces protéines, le cholestérol, 

les triglycérides, ainsi que les autres molécules déjà citées ci - dessus, constitue ce qu'on appelle 

une lipoprotéine. Les apolipoprotéines structurent les lipoprotéines, mais ce sont également elles 

qui interviennent dans la reconnaissance des lipoprotéines aux récepteurs situés en surface des 

cellules de l'organisme. En outre, certaines d'entre elles activent des enzymes impliquées dans le 

métabolisme des lipoprotéines (voir tableau I.5.). En bref ce sont donc elles qui vont orienter le 

métabolisme du cholestérol (Fruchart, 1992). 

4.2. Types de lipoprotéines et transport du cholestérol 

Les lipoprotéines sont classées selon leur densité, leur mobilité dans un champ électrique, 

leur taille ou leur composition en apolipoprotéines (Fruchart, 1992). En général, on les distingue 

d'après leur densité, en quatre grandes catégories (voir tableau I.6.). Elles sont toutes impliquées 

dans le transport du cholestérol, que ce soit la voie endogène ou la voie exogène (voir figure I.17.). 

4.2.1. Les chylomicrons 

Lors de son arrivée dans l'intestin, le cholestérol provenant des lipides alimentaires (voie 

exogène), est capté par les entérocytes où il subit une estérification réalisée par l'acyl CoA acyl 

transférase (ACAT). Il s'associe ensuite à des triglycérides, des phospholipides et à diverses 
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Figure I.17. : Voies endogène et exogène du transport du cholestérol dans 
l'organisme (d'après Rubin, 1994 ). 
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apolipoprotéines dont la B-48 pour former ce qu'on appelle les chylomicrons. Ces particules 

peuvent alors circuler dans le sang et dans la lymphe et ont généralement un rôle de transport des 

triglycérides. Ils peuvent subir l'action de la lipoprotéine lipase (LPL), présente au niveau des 

cellules endothéliales, qui va hydrolyser ces triglycérides en mono et diglycérides, et en acides 

gras, qui constituent une source potentielle d'énergie. La LPL est activée par l'APO CIi, cédée par 

les HDL. 

Ces chylomicrons vont alors devenir progressivement des chylomicrons résiduels, 

particules qui vont acquérir l'APO E à partir des HDL. Ces chylomicrons ainsi transformés, sont 

ensuite capturés par le foie via le récepteur à l'APO E et sont dégradés. Le récepteur à APO E est 

encore appelé "remnant receptor" Le cholestérol se trouvant dans le foie est soit stocké, soit 

dégradé et éliminé via la bile dans l'intestin, soit réexporté avec des triglycérides dans des VLDL 

qui vont être libérées dans le sang (Fruchart, 1992). 

4.2.2. Les VLDL 

Cette classe de lipoprotéine contient l'APO B-100, l'APO E et plusieurs APO C, ainsi 

qu'une majorité de molécules de triglycérides. 

Les VLDL en provenance du foie vont également être transportées dans le sang et vont, 

comme les chylomicrons, subir l'action de la LPL. Des lipoprotéines de densité intermédiaire 

(IDL), riches en cholestérol, sont alors formées. Une partie de ces molécules se lient à des 

récepteurs reconnaissant l'APO E présents sur les cellules du foie et les autres se transforment en 

LDL ne contenant plus que l'APO B-100 et une majeure partie de cholestérol, et ce via une 

triglycéride lipase hépatique et pas par échange de l'APO E avec d'autres lipoprotéines. 

4.2.3. Les LDL 

Vu l'importance des LDL dans l'athérosclérose, nous allons les décrire de manière un peu 

plus détaillée. 

4. 2. 3.1._ Généralités 

Les LDL proviennent donc des VLDL, mais il semble que le foie serait capable également 

d'en produire une certaine quantité. Ces lipoprotéines contiennent l'APO B-100 et une majorité de 

cholestérol et de ses esters (voir figure I.18 .). 
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Elles circulent dans le sang et interagissent avec des récepteurs à haute affinité qm 

reconnaissent l'APO B-100, situés sur les hépatocytes ainsi que sur des cellules périphériques 

(cellules musculaires lisses, fibroblastes, ... ). Ce récepteur reconnaissant l'APO B-100, mais aussi 

l'APO E, est appelé récepteur aux LDL ou encore récepteur APO B-100/E L'interaction des LDL 

avec leur récepteur initie une endocytose suivie par le catabolisme des LDL. 

Après leur dégradation, le récepteur est recyclé et le cholestérol est, soit recyclé, soit 

stocké sous forme d'esters de cholestérol. De plus, en cas d'excès de cholestérol libre, on observe 

une diminution de l'activité de la HMG CoA réductase, enzyme majeure impliquée dans la 

synthèse du cholestérol, une diminution de la synthèse du récepteur aux LDL et une augmentation 

de l'activité de l' ACAT (voir figure 1.19.) (Esterbauer, 1995). Il existe des mécanismes visant à 

réguler l'expression du récepteur à APO B-100. 

Certaines LDL peuvent être modifiées chimiquement et sont alors endocytées par la voie 

de récepteurs dits "scavenger" exprimé en particulier sur les macrophages. Ces derniers ne sont 

pas régulés par le taux de cholestérol et il va y avoir un excès d'accumulation, les macrophages se 

transformant en cellules spumeuses (Fruchart, 1992). Des mécanismes similaires expliqueraient 

que certaines CML puissent aussi se transformer en cellules spumeuses. 

4.2.3.2._Propriétés physico -_chimiques 

Les LDL humaines sont isolées par ultracentrifugation à une densité comprise entre 1,006 

et 1,063 (Métais, 1979). Ce sont de larges particules sphériques avec un diamètre allant de 19 à 25 

nm et ayant une masse moléculaire se trouvant entre 1,8 et 2,8 millions. Chaque LDL est 

composée d'un noyau lipidique central contenant 1.600 molécules d'esters de cholestérol et 170 

molécules de triglycérides. Ce noyau est lui - même entouré par une monocouche d'environ 700 

molécules de phospholipides et 600 molécules de cholestérol libre (voir figure 1.18.). Une 

composition plus détaillée est donnée dans le tableau 1.7. La monocouche périphérique contient 

également une énorme protéine : l 'APO B-100. Cette molécule est unique et englobe la particule 

(Esterbauer, 1995). Elle est constituée de 4.536 acides aminés pour une masse moléculaire 

d'environ 513.000 Da. L'APO B-100 est glycosylée (Ce qui explique la présence de nombreuses 

molécules d'acide sialique, galactose, glucosamine, mannose) et le contenu total en carbohydrates 

peut atteindre 10 % de son poids. 



lipid composition 

(nmol/mg of LOL procein) (mol/mol of LOL) 

Mean ±S.D. Mean 

T ocal phospholipids 1300 ±227 700 
Phosphacidylcholine 818 450 
Phosphacidylechanolamine 19 10 
Lysophosphacidylcholine 30 16 
Sphingomyelin 336 185 
Echanolamine plasmalogen 43 24 
Choline plasmalogen 4 2 

T riglycerides 304 ±140 170 
Free cholesterol 1130 ±82 600 
Cholesceryl ester 2960 ±220 1600 
T ocal cholesterol 4090 2200 
Free fatty acids 48 26 

Palmicic acid 1260 ±375 693 
Palmicoleic acid 80 ±44 44 
Scearic acid 260 ±118 143 
Oleic acid 825 ±298 454 
Unoleic acid 2000 ±541 1100 
Arachidonic acid 278 ±100 153 
Oocosahexaenoic acid 53 ±31 29 
T ocal fatty acids . 4756 2616 
Total PUFAs 2330 1280 

Tableau I. 7. : Composition en lipides et en acides gras individuels dans 
les LDL natives (d'après Esterbauer, 1995). 
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Figure I.20. : Rôle des HDL dans le processus du transport inverse du 
cholestérol ( d'après Mackaness, 1995). • 
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Le phénomène d'endocytose est lié à la reconnaissance de ces apolipoprotéines à des 

récepteurs membranaires situés sur les cellules. Ces récepteurs sont dénommés récepteurs aux 

LDL mais aussi récepteurs B-100/E car ils sont capables de reconnaître aussi l' APO E. 

4.2.4. Les HDL 

Les HDL contenant l' APO A-1 et l' APO A-II sont synthétisées par différentes voies: 

elles sont directement sécrétées par l'intestin et par le foie, ou sont formées à partir de la lipolyse 

des chylomicrons et des VLDL (Rubin et Farber, 1994). 

Au départ, elles se présentent sous forme de disque et ne contiennent pas d' esters de 

cholestérol. Elles s'enrichissent en cholestérol et en phospholipides pour devenir de petites 

sphères. Ces HDL continuent alors de recevoir du cholestérol et l'estérifient grâce à leur lécithine : 

cholestérol acyl transférase (LCAT). Finalement, elles deviennent plus grandes et moins denses 

car, à ce moment, elle sont plus riches en triglycérides. Finalement, ce sont ces HDL qui 

transforment les esters de cholestérol vers d'autres lipoprotéines, grâce à la CETP ( cholesteryl 

ester transfer protein), en particulier vers les LDL (voir figure 1.20.) (Solera, 1993). 

Deux fonctions majeures ont été proposées pour les HDL (Rubin et Farber, 1994): 

- réservoir d'apolipoprotéines et plus particulièrement d' APO Cil et d' APO E, qu'elles échangent 

avec d'autres lipoprotéines. 

- interaction avec les cellules pour épurer l' excès de cholestérol dans les tissus périphériques, puis 

permettre l'évacuation de ce cholestérol en excès vers le foie (via les LDL). Le foie élimine un 

partie du cholestérol via la bile. Cette fonction à été dénommée transport inverse du cholestérol. 

A l'heure actuelle, on considère que les HDL, contrairement aux LDL sont anti -

athérogène. Il existe d'ailleurs une corrélation entre risque d'infarctus du myocarde et 

concentrations sériques en HDL. L'épuration du cholestérol excédentaire via le foie explique en 

partie un effet protecteur. Mais les HDL pourraient également exercer un effet protecteur et vis à 

vis des cellules endothéliales, et vis à vis des LDL, en particulier contre les phénomènes 

d'oxydation. 
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4.3. Désordres d'origine héréditaires 

Il existe dans certaines familles une prédisposition donnant à un développement précoce 

des lésions liées à l'athérosclérose (Rubin et Farber, 1994). L'origine de ces désordres n'est pas 

toujours connue, mais pour certains d'entre eux, les défauts ont été identifiés. On peut les 

regrouper en trois catégories de la manière suivante (voir tableau I.8.) : 

- anomalie du récepteur aux LDL au niveau des hépatocytes, ce qui entraîne une augmentation de 

la concentration en LDL plasmatique. 

- anomalie des APO E, entraînant une accumulation des chylomicrons et de VLDL dans la plasma. 

- anomalie des APO A, aboutissant à une diminution globale du taux de HDL qui sont les 

lipoprotéines anti - athérogènes. 

Il existe également d'autres anomalies génétiques affectant les enzymes impliquées dans le 

métabolisme des lipoprotéines, mais sur lesquelles nous ne nous attarderons pas. 

4.4. LDL et athérosclérose 

Lorsque la concentration en LDL dépasse le seuil de 130 mg/dl dans le sang (Brashers et 

al., 1998) ou lorsque l'endothélium devient plus pe!Illéable suite à son altération, les LDL se 

retrouvent en plus grand nombre dans l'intima. Elles sont alors dans un environnement dépourvu 

d'antioxydants: elles vont s'oxyder et vont jouer un rôle important dans le développement des 

lésions athérosclérotiques. 

4.4.1. Oxydation des LDL 

Au niveau de la couche subendothéliale, les LDL subissent donc un processus d'oxydation 

progressif (Esterbauer, 1995). Elles se transforment tout d'abord en LDL faiblement modifiées 

(mm - LDL ou minimally modified - LDL), puis en LDL moyennement modifiées (MM - LDL ou 

Midly Modified - LDL) qui ne seraient modifiées qu'au niveau du contenu lipidique. Ensuite, 

elles deviennent des LDL fortement oxydées (ox - LDL ou oxidized - LDL) qui sont modifiées à la 

fois au niveau du contenu lipidique et du contenu protéique (voir figure I.21.). L'APO B-100 se 

fragmente en un certain nombre d'acides aminés (lysines, cystéines, histidines, ... ) subissent des 

modifications, entre autres par réaction covalente avec des aldéhydes présents dans les LDL 

oxydées. Ces modifications expliquent que les ox - LDL ne sont plus reconnues par le récepteur 

aux LDL natives (récepteur B-100/E). Lors de cette oxydation, on remarque des changements 

extraordinaires de la composition de ces LDL (voir tableau I.9.) (Parthasarathy et al. , 1998). 



Change observed References 

Phosphacidylcholine Decrease co 65-55% [60.61] 
Lysophosphacidylcholine Scrong increase co approx 

400 nmol/mg of procein [60,61] 
Sphingomyelin Noe scudied 
T riglycerides Decrease co 76-52% [60-62] 
Free cholescerol Decrease co 90-50% [60,61-64] 
Cholesceryl ester Oecrease co 48-25% (62,64] 
Total cholescerol Oecrease co 78-30% [60-63] 
Palmicic acid No change [7] 
Scearic acid Oecrease co 96-79% [7.59] 
Oleic acid Decrease co 80-46% [7.59] 
Lino leic acid Decrease co 15---0% [7,58,59] 
Arachi donic acid Complece consumpcion [7.58,59] 
Oocosahexaenoic acid Complece consumpcion [7] 
Vicamin E Complece consumpcion [7] 
Carocenoids Complece consumpcion [7] 

Tableau I.1 O. : Tableau reprenant les effets des LDL oxydées et des principaux constituants 
qui caractérisent ces dernières. 
On remarque en B. que la LPC est particulièrement active (d'après Parthasarathy, 1998). 
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Figure I.22. : Comparaison entre le récepteur aux LDL natives (a) et 
deux types de récepteurs "scavengers" (b) ( d'après Krieger, 1995) . 
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4.4.2. Récepteurs aux LDL 

Les mm - LDL sont toujours reconnues par le récepteur aux LDL natives: elles ne 

constituent donc pas un danger direct pour ce qui est de l'évolution de la maladie, mais elles vont 

être susceptibles d'évoluer en des ox - LDL qui sont alors reconnues par des récepteurs appelés 

"scavenger". La famille des récepteurs "scavenger" ne fait que s'accroître (Yamada et al., 1998). La 

figure I.22. représente de manière schématique le récepteur aux LDL natives (a) et deux types de 

récepteurs "scavenger" (b). Ce sont ces récepteurs qui vont conduire à l'internalisation excessive 

du cholestérol par les macrophages et les CML : elles vont devenir les cellules spumeuses et, 

comme on le sait déjà, ce sont elles qui interviennent dans la formation de la strie lipidique et dans 

le progression en plaque fibreuse (Jessup et Leake, 1995). 

Bien que les origines exactes de l'athérosclérose restent toujours à établir, il existe 

néanmoins un certain consensus sur le modèle suivant illustré à la figure I.23 : les LDL faiblement 

ou moyennement modifiées joueraient surtout un rôle dans l'initiation des stries lipidiques, tandis 

que les LDL oxydées favoriseraient leur progression. Il se fait que les ox - LDL se caractérisent 

entre autre par une augmentation spectaculaire de lysophosphatidycholine (voir tableau I.9.). De 

plus en plus d'auteurs s'intéressent donc à ce composé auquel on attribue une partie des effets liés 

aux ox - LDL (voir tableau I.10). Signalons par ailleurs, que la LPC n'est pas le seul composant 

des LDL oxydées auxquels sont associés des effets pro - athérogènes (Parthasarathy et al., 1998). 
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(a) LDL may enter the arterial intima, which may be very thin in animais but thicker in 
humons due to diffuse intimai thickenin5, and may then be converted into mildly oxidized 
LDL by free radicals or by oxidized lipids released (rom the endothelial or smooth muscle 
cells (--➔). This mildly oxidized LDL may cause the endothelial cells to release greater 
amounts of a chemotactic factor for monocytes (and possibly lymphocytes?) and to bind the 
monocytes to a greater e.xtent (b) The monocytes may then enter the arteria/ intima, differ­
entiate into macrophages, release large amounts of free radicals or oxidized lipids (■ •) 
and convert the LDL:into highly oxidized LDL This may bind to scavenger receptors on the 

macrophages, be internalized rapidly and convert them to cholestero/-laden foam cells. The 
highly oxidized LDL may be direct/y chemotaetic for monocytes (due to its lysophosphatidyl­

choline content) and may attract more monocytes into the arterial wa/1, /eading to the pro­
gression of the lesions. Reproduced (rom [ 17 5] with permission. 

Figure I.23. : Rôles hypothétiques de l'oxydation des LDL dans l'athérogénèse. 
(a) Les LDL moyennement modifiées seraient responsables dans l'initiation 
des stries lipidiques. • 
(b) Les LDL fortement oxydées seraient responsables de la progression des 
stries lipidiques en plaque fibreuse ( d'après Jessup, 1995). 
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5. La lysophosphatidylcholine 

5.1. Généralités 

La lysophosphatidylcholine (LPC) aurait donc un rôle important dans le développement des 

lésions athérosclérotiques (Zembowicz et al., 1995) (Cox et Cohen, 1996). C'est un 

phospholipide naturel qui peut être généré intracellulairement par l'action des phospholipase A2 

sur les phosphatidylcholines membranaire (voir figure 1.24.), mais aussi lors des phénomènes 

d'oxydation des LDL (Yamakawa et al., 1998). Il a été démontré qu'au niveau du plasma sanguin, 

la LPC est formée suite à l'action de la lecithine cholestérol acy 1 transférase (LCA T), avec 

transfère d'un acide gras depuis la phosphatidylcholine jusqu' au cholestérol (Sekas, 1985). Mais 

la LPC pourrait être également produite en cas d'excès de PLA2 extracellulaire, associé aux 

situations inflammatoires chroniques. 

5.2. Localisation 

D'une façon générale, la concentration en LPC est significativement supérieure dans les 

artères athérosclérotiques par rapport aux vaisseaux normaux (Zembowicz et al., 1995). Au 

niveau des lipoprotéines athérogènes, on remarque que plus de 40 % de PC est transformé en LPC 

lors de l'oxydation des LDL (Yamakawa et al., 1998). Elle se retrouve essentiellement dans la 

monocouche de phospholipides périphérique de ces particules (voir figure 1.21.). 

De plus, des études ont montré qu'une augmentation de l'activité de la LCAT et de fortes 

concentrations en LPC étaient caractéristiques des lésions athérosclérotiques (Wells et al., 1986). 

Récemment, on a découvert que chez des individus sains, il existait des anticorps (IgG et IgM) 

contre la LPC (Wu et al., 1998). Les titres de ces anticorps sont en corrélation étroite avec les 

titres d'anticorps anti - ox - LDL. 

Une monocouche intacte de cellules endothéliales forme une barrière protégeant les cellules 

musculaires lisses contre la LPC présente dans le sang. Lors d'expériences, Stoll et al. (1993) ont 

montré que lorsque des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses sont cultivées en 

coculture, la LPC était préférentiellement absorbée par les cellules musculaires lisses et ce d'autant 

plus que la concentration en LPC est grande. 



Component 

A . Procein componenc of oxid i:ed LOL 

B. Lyso-phosphacidylcholin.: 
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F. Cholescerol oxidacion produccs 
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1. lnhibics/accivaces nicric ox ide synchesis. 
2. Chemocaccic co monocytes. 
3. Chemocaccic cc T-lymphocyces. 
4. lnduces/inhibics endochelial cell migration. 
S. lnduces PDGF synchesis. 
6. lnduces the synchesis of FGF. 
7. lncreases transport of macromolecules. 
8. lnduces the synchesis and .:xpressio n of leukocyce adhes ion mo lecub. 
9 . lnduces smooch muscle cell proliferacion. 

l. Affect PAF-mediaced effeccs. 
2. lnduce che synchesis of MCP-1. 

l. lnduce che synchesis and expression of adhc:sion molecules . 
2. lnduce che synchesis and secrecion of incerl.:ukin-1. 
3. lnduce cell-signaling evencs such as phospholipases and procein phosphorylacion . 

1. Modify amine acids . 
2. lnaccivace enzymes. 
3. May generace ancigenic ep icopes . 
4. lnduce the synchesis and secrecion of incerleukin-1. 

l. lnduce endochelial cell cycocoxicicy. 

(In addition co effeccs lisced above) 
l. Inhibition of smooch muscle cell chemocax is. 
2. Induction of monocyte differenciacion. 
3. Scimulacion of placelec aggregacion. 
4. Scimulacion/inhibicion of prostaglandin production. 
S. lncrease in smooth muscle cell proliferacion. 
6. lnduces apopcosis in cultured cells. 
7. lnduces or affects che synchesis and' secretion of incerleukins , heac shock proceins, 

and other cytokines. 

Tableau I.1 O. : Tableau reprenant les effets des LDL oxydées et des principaux constituants 
qui caractérisent ces dernières. 
On remarque en B. que la LPC est particulièrement active (d'après Parthasarathy, 1998). 
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5.3. Action sur les cellules 

De plus en plus, la LPC est considérée comme une molécule bioactive qui exerce des effets 

divers sur les cellules. On va se focaliser sur ceux qui concerne plus particulièrement les cellules 

musculaires lisses, mais en signalant rapidement quelques effets majeurs observés sur d'autres 

types cellulaires. 

5 .3 .1. Effet cytotoxique 

A de fortes concentrations in vitro, la LPC s'organise en micelles de différentes tailles, 

dont certaines peuvent fusionner avec les membranes et d'autres peuvent être endocytées. La 

plupart du temps, les concentrations en LPC utilisées et n'ayant pas d'effets toxiques vont jusque 

50 µM (Stoll et Spector, 1993). La cytotoxicité provoquée par une concentration de 50 µM en 

LPC est anihilée par l'ajout de lipoprotéines synthétiques contenant l'APO AI. Cela s'explique en 

partie par le fait que ces lipoprotéines sont capable d'incorporer la LPC au dépend des cellules 

(Nilsson et al., 1998). 

5.3.2. Effet pro - prolifératif 

Plusieurs auteurs ont moontrés que les ox - LDL pouvaient exercer un effet mitogène sur 

les CML et induire la synthèse d'ADN (Stiko et al., 1996). Un des composants pouvant induire 

cette réponse serait la LPC. Les mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas encore 

complètement élucidés, mais Chai et al. (1996), travaillant sur des CML vasculaires de lapin, ont 

montré que la LPC stimulait la prolifération de ces cellules en induisant un relargage de FGF-2. 

Stiko et al. (1996) ont également montré que cet effet pro - prolifératif était propre à la LPC. La 

lysophosphatidylsérine n'ayant par contre aucun effet. 

5.3.3. Autres effets 

La LPC affecte les fonctions des cellules inflammatoires (Asaoka et al., 1992). Il est aussi 

un chémoattractant pour les monocytes (Quinn et al., 1988) et stimule l'expression de gènes de 

facteurs de croissance de ces cellules (Nakano et al., 1994). De plus, il stimule la production du 

TNF - a, la prolifération des macrophages (Sakai et al., 1994) et la production d'IL-1 ~ par les 

monocytes (Liu-Wu et al., 1998). En ce qui concerne les cellules endothéliales, il active 

l'expression de molécules d'adhésion (VCAM - 1 et ICAM - 1) (Kume et al., 1992), mais 

également la libération du PDGF et de l'EGF (Kume et Gimbrone, 1994). La LPC stimule aussi le 
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Figure I.24. : Clivage de la phosphatidylcholine en lysophosphatidylcholine. 
La phospholipase A2 et la lecithine cholesterol acyl transférase (LCAT) 
sont les deux enzymes responsables du clivage. 
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relargage de l'acide arachidonique par les HUVEC (Wong et al., 1998) et induit l'expression de la 

cycloxygénase inductible ou COX-2, avec production accrue de prostacycline (Zembowicz et al., 

1998). Dans les mêmes cellules, Sugiyama et al. ( 1998) ont également montré que la LPC régulait 

de manière complexe le facteur transcriptionnel NF-ld3. 

Mais la LPC a également été testée dans divers modèles de CML vasculaires de rat 

(Yamakawa et al., 1998), de porc (Stoll et Spector, 1993), ou de lapin (Chai et al., 1996) et ce 

pour analyser différentes réponses : calcium intracellulaire (Stoll et Spector, 1993 ; Chen et al., 

1995), activation des p42/p44MAPK (Yamakawa et al., 1998), ... Bref, de plus en plus d'auteurs 

montrent bien que la LPC est une molécule qui affecte profondément le métabolisme des cellules 

de la paroi vasculaire et on lui accorde donc une importance croissante dans l'athérogénèse. 
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6. But du mémoire 

Il existe plusieurs types cellulaires impliqués dans les phénomènes de l'athérosclérose. 

C'est le cas des cellules endothéliales, des monocytes / macrophages et des cellules musculaires 

lisses, qui à différents niveaux jouent un rôle dans l'initiation et l'évolution des lésions liées à cette 

maladie. 

En ce qui concerne les cellules musculaires lisses (CML), elles migrent de la média vers 

l'intima des artères, puis elles y prolifèrent, produisent une matrice extracellulaire abondante et se 

chargent éventuellement de cholestérol, pour devenir des cellules spumeuses. Les facteurs de 

croissance tels le FGF et le PDGF semblent jouer un rôle dans ces processus, mais on accorde de 

plus en plus d'importance à la lysophosphatidylcholine ou LPC, un phospholipide naturel. 

Ce constituant, formé à partir du clivage de la phosphatidylcholine par deux enzymes 

majeures que sont la phospholipase A2 et la lécithine : cholestérol acyl transférase, se trouve en 

quantité abondante dans les lipoprotéines de faibles densité oxydées. Des données de la littérature 

récentes suggèrent que la LPC affecte les monocytes / macrophages, les cellules endothéliales et 

les cellules musculaires lisses. En ce qui concerne les cellules musculaires lisses, les données 

restent peu abondantes et elles concernent généralement des modèles de CML animaux. 

L'objectif du mémoire était double. Dans un premier temps, nous avons caractérisé un 

modèle de CML humaines. Nous verrons dans la suite du travail, que pour des raisons pratiques 

indépendantes de notre volonté, nous avons dû caractériser deux modèles de CML. Il s'agit dans 

les deux cas, de CML dérivées d'artères humaines. 

Dans un deuxième temps, nous avons essayé de préciser quels étaient les effets de la LPC 

sur ces deux modèles cellulaires. Après avoir défini la gamme de concentrations non cytotoxique 

de la LPC, nous avons d'abord étudié les effets pro - prolifératifs de cette molécule. Nous avons 

abordé ensuite l'étude du calcium intracellulaire et des MAPK, qui sont généralement impliquées 

dans les réponses prolifératives des cellules. Etant donné que la LPC augmente le calcium 

intracellulaire, nous nous sommes également intéressés à l'activité globale des PLA2, en étudiant le 

relargage de radioactivité, après incorporation d'acide arachidonique radioactif. En effet, dans les 

cellules stimulées, l'activité de la PLA2 en généralement Ca2
+ - dépendante. En outre, la cPLA2 

(PLA2 cytosolique) est non seulement Ca2
+ - dépendante, mais également activée, en étant 

phosphorylée par les p42/p44MAPK_ 





Matériels et méthodes 

1. Culture de cellules 

Les cellules utilisées pour nos expériences sont les cellules HA - VSMC (Human Aorta -

Vascular Smooth Muscle Cells) (CRL - 1999), fournies par l'ATCC et les cellules Ao - SMC 

(Aortic - Smooth Muscle Cells), fournies par la firme BioWhittaker. Pour les deux fournisseurs, 

les cellules arrivent dans des ampoules cryconservées et proviennent d'un seul donneur dont les 

caractéristiques nous ont été fournies. Il s'agit de cellules adhérentes dont le potentiel prolifératif 

se limite à quinze générations après décongélation. 

A. Les cellules HA - VSMC 

1.1. Matériel 

- T75 : boîte de culture de 75 cm2 (Costar, USA). 

- milieu de rinçage : M-199 (GibcoBRL, Grande-Bretagne). 

- milieu de référence: F-12K (GibcoBRL, Grande-Bretagne) avec de l'HEPES. 

- sérum de veau fœtal (GibcoBRL, Grande-Bretagne) origine: Amérique du Sud. 

- milieu du culture: milieu de référence à 10 % de sérum de veau fœtal complété par une solution 

d'ITES (Insuline, Transferrine, Ethanolamine, Sodium) diluée 500 fois (BioWhittaker, USA) et 

par 0,02 mg/ ml d'endothelial cell growth complement (ECG) (Sigma, USA). 

- milieu riche en sérum : milieu de référence à 10 % de sérum de veau fœtal. 

- milieu pauvre en sérum : milieu de référence à 0,5 ou à 0,2 % de sérum de veau fœtal. 

- trypsine 0,25 % (GibcoBRL, Grande-Bretagne) utilisée pour détacher les cellules du fond des 

boîtes de culture. 

- solution de bleu de trypan (Sigma, USA) . 

- chambre de N eubauer. 

1.2. Méthode 

Les cellules sont cultivées dans des T75 avec du milieu de culture préchauffé à 37°C. Les 

boîtes sont placées dans une étuve à 37°C contenant 5 % de CO2 (pour l'ajustement du pH). La 

confluence des VSMC dans les T75 est atteinte après une semaine à condition de changer le milieu 

après trois jours, ce qui correspond approximativement à 1.600.000 cellules : la densité est donc 

de l'ordre de 21.000 cellules/ cm2
. 
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Toutes les manipulations s'effectuent de façon stérile et tous les ustensiles employés sont 

stérilisés à 180°C pendant 8 heures. 

1.2.1. Repiquage 

Après avoir éliminé le milieu de culture de la T 75 , les cellules sont rincées avec 10 ml de 

milieu de rinçage (pour enlever toute trace de sérum) et trypsinisées avec 2 ml de trypsine durant 

cinq minutes à 37°C. Quand les cellules se sont détachées, on ajoute 9 ml de milieu 10 % S (pour 

inhiber la trypsine) et on transfère le tout dans un tube de 10 ml (Sterilin, Grande-Bretagne). Une 

centrifugation de dix minutes à 1.000 RPM (centrifugeuse Universal Hettich, Allemagne) est 

ensuite réalisée (pour récupérer les cellules). On décante le surnageant et on resuspend le culot 

avec 10 ml de milieu de culture puis on distribue 5 ml dans deux nouvelles T 75 et on porte le 

volume à 15 ml avec du milieu de culture. Chaque repiquage correspond donc à une génération 

supplémentaire. 

1.2.2. Comptage 

On prélève 100 µl de la suspension cellulaire obtenue après centrifugation et on la dilue 

deux fois avec du bleu de trypan : il permet de différencier les cellules mortes colorées des cellules 

vivantes incolores. Le comptage des cellules se fait à l'aide d'une chambre de Neubauer. 

1.2.3. Congélation 

1. 2. 3.1._Matériel 

- milieu de rinçage: M-199 (GibcoBRL, Grande-Bretagne). 

- milieu de référence: F-12K (GibcoBRL, Grande-Bretagne) avec de l'HEPES. 

- sérum de veau fœtal (GibcoBRL, Grande-Bretagne) origine: Amérique du Sud. 

- DMSO : diméthylsulfoxyde (Janssens Chimica, Belgique). 

- milieu 80 % S: milieu de référence à 80 % de sérum de veau fœtal. 

- milieu DMSO : milieu de référence à 15 % de DMSO. 

- trypsine 0,25 % (GibcoBRL, Grande-Bretagne) utilisée pour détacher les cellules du fond des 

boîtes de culture. 

- ampoules de congélation (Nunc, Danemark). 

- bouteille d'éthanol absolu (Merck, Allemagne). 
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1.2.3.2 .. Méthode 

Les cellules ayant atteint la confluence sont rincées, trypsinisées, recueillies dans 9 ml de 

milieu 10 % Spuis centrifugées dix minutes à 1.000 RPM (centrifugeuse Universal Hettich) . On 

décante le surnageant et on resuspend le culot avec 500 µl de milieu 80 % S que l'on transvase 

dans une ampoule stérile. Juste avant de congeler, on ajoute 500 µl de milieu DMSO et on 

homogénéise la solution. 

L'ampoule est placée dans un tube de 10 ml (Sterilin, Grande-Bretagne) que l'on ferme 

hermétiquement avec du parafilm. Ce tube de 10 ml est lui - même placé dans un tube de 50 ml 

(Sarstedt, Allemagne) fermé hermétiquement avec du parafilm. Pour finir, le tube de 50 ml est 

placé dans une bouteille d'éthanol absolu prévu à cet effet que l'on place au congélateur à -70°C. 

Les ampoules sont donc conservées dans du milieu à 40 % de sérum et à 7,5 % de DMSO. Cette 

technique permet une congélation progressive et évite la formation de cristaux à l'intérieur des 

cellules. Trois jours plus tard, soit on place les ampoules dans une boîte prévue à cet effet à -

70°C, soit on les transfère dans l'azote liquide à -196°C. 

B. Les cellules Ao - VSMC 

1.1. Matériel 

- T75 : boîte de culture de 75 cm2 (Costar, USA) . 

- milieu de référence: SmBM (BioWhittaker, Belgique). 

- sérum de veau fœtal (Bio Whittaker, Belgique). 

- milieu de culture (riche en sérum) : SmGM - 2 = SmBM à 5 % de sérum de veau fœtal complété, 

pour 500 ml de milieu, par 0,25 µg de hEGF, 1 µg de hFGF-B, 2,5 mg d'insuline et 0,5 ml de 

Gentamicine Amphotricine-~. 

- solution de rinçage : HBSS = HEP ES Buffered Saline Solution (Bio Whittaker, Belgique). 

-T / E (BioWhittaker, Belgique) : Trypsine 0,025 % / EDTA 0,01 % dans de l'HEPES utilisée pour 

détacher les cellules du fond des boîtes de culture. 

- TNS (Bio Whittaker, Belgique) : Trypsin Neutralizing Solution utilisée pour inhiber la trypsine. 

- milieu pauvre en sérum : SmBM à 0,5 % de sérum. 

- solution de bleu de trypan (Sigma, USA) . 

- chambre de Neubauer. 
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1.2. Méthode 

Les cellules sont cultivées dans des T 75 avec du milieu de culture préchauffé à 3 7°C. Les 

boîtes sont placées dans une étuve à 37°C contenant 5 % de CO2 (pour l'ajustement du pH). La 

confluence des SMC dans les T 75 est atteinte après une semaine à condition de changer le milieu 

après trois jours, ce qui correspond approximativement à 2.500.000 cellules : la densité est donc 

de l'ordre de 33.000 cellules/ cm2
. 

Toutes les manipulations s'effectuent de façon stérile et tous les ustensiles employés sont 

stérilisés à 180°C pendant 8 heures. 

1.2.1. Repiquage 

Après avoir décanté le milieu de la T 75 , on rince les cellules avec 3 ml de HBSS. Ensuite, 

les cellules sont détachées à l'aide de 2 ml de T / E pendant quelques minutes à température 

ambiante. Une fois les cellules détachées, on arrête la réaction avec 2 ml de TNS. La suspension 

cellulaire est alors transvasée dans un tube de 10 ml (Sterilin, Grande-Bretagne) que l'on 

centrifuge (centrifugeuse Universal Hettich, Allemagne) à 1.000 RPM pendant dix minutes. On 

décante le surnageant et on resuspend le culot avec 10 ml de milieu de culture puis on distribue 

dans deux nouvelles T 75 et on porte le volume à 15 ml avec le milieu de culture. Chaque repiquage 

correspond donc à une génération supplémentaire. 

1.2.2. Comptage 

Avant la centrifugation, on prélève 100 µl de la suspension cellulaire et on la dilue deux 

fois avec la solution de bleu de trypan : elle permet de différencier les cellules mortes colorées des 

cellules vivantes incolores. Le comptage des cellules se fait à l'aide d'une chambre de Neubauer. 

1.2.3. Congélation 

1. 2. 3.1._Matériel 

- milieu de référence: SmBM (BioWhittaker, Belgique). 

- sérum de veau fœtal (BioWhittaker, Belgique) . 

- DMSO : diméthylsulfoxyde (Janssens Chimica, Belgique) . 

- milieu SmBM 20 % S : SmBM à 20 % de sérum de veau fœtal. 
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- milieu DMSO : milieu de référence à 20 % de DMSO 

- solution de rinçage: HBSS = HEP ES Bujfered Saline Solution (BioWhittaker, Belgique). 

-TIE (BioWhittaker, Belgique): Trypsine 0,025 % / EDTA 0,01 % dans de l'HEPES utilisée pour 

détacher les cellules du fond des boîtes de culture. 

- TNS (BioWhittaker, Belgique) : Trypsin Neutralizing Solution utilisée pour inhiber la trypsine. 

- ampoules de congélation (Nunc, Danemark). 

- bouteille d'éthanol absolu (Merck, Allemagne). 

1.2.3.2. Méthode 

Une fois que les cellules ont atteint la confluence, elles sont rincées, trypsinisées et 

recueillies avant d'être centrifugées dix minutes à 1.000 RPM ( centrifugeuse Universal Hettich, 

Allemagne) . On décante le surnageant et on resuspend le culot avec 500 µl de milieu SmBM 20 % 

S que l'on transvase dans une ampoule stérile. Juste avant de congeler, on ajoute 500 µl de milieu 

DMSO et on homogénéise la solution. 

L'ampoule est placée dans un tube de 10 ml (Sterilin, Grande-Bretagne) que l'on ferme 

hermétiquement avec du parafilm. Ce tube de 10 ml est lui - même placé dans un tube de 50 ml 

(Sarstedt, Allemagne) fermé hermétiquement avec du parafilm. Pour finir, le tube de 50 ml est 

placé dans une bouteille d'éthanol absolu prévu à cet effet que l'on place au congélateur à -70°C. 

Les ampoules sont donc conservées dans du milieu à 10 % de sérum final et à 10 % de DMSO 

final ; cette technique permet une congélation progressive et évite la formation de cristaux à 

l'intérieur des cellules. 

Trois jours plus tard, soit on place les ampoules dans une boîte prévue à cet effet à -70°C, 

soit on les transfère dans l'azote liquide à -196°C. 
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2. Test de différenciation : marquage immunocytochimique 

Par immunofluorescence nous allons suivre la différenciation des VSMC au cours des 

générations par marquage des filaments d'a - actine. Le principe est le suivant : des anticorps (Ac) 

primaires anti - a - actine vont venir se fixer aux filaments présents dans les cellules. Ces Ac vont 

à leur tour être reconnus par des Ac secondaires couplés à une molécule fluorescente (la FITC) qui 

va être détectée grâce à l'utilisation d'un microscope à fluorescence. 

2.1. Matériel 

- plaque de 6 puits ( Costar, USA) . 

- tampon PBS 0,01 M 0,9 % NaCl pH 7,4. 

- solution de PBS / BSA à 1 % de BSA (Sigma, USA). 

- paraformaldéhyde à 3 % (Merck, Allemagne) dans du PBS. 

- glycérol (Merck, Allemagne) / PBS 9/1. 

- méthanol pur à -20°C. 

- Ac primaire monoclonal de souris anti - a - actine de cellules musculaires lisses (Sigma, USA) à 

diluer 100 fois et 200 fois dans le PBS / BSA. 

- Ac secondaire polyclonal de chèvre anti - lgG de souris conjugué à la FITC (CLE, Pays-Bas) à 

diluer 90 fois dans le PBS / BSA. 

2.2. Méthode 

Les cellules sont repiquées dans une plaque de 6 puits, dans lesquels ont été déposés des 

couvre - objet stériles. Chaque puits est ensemencé à raison de 100.000 cellules ( diamètre du puits 

= 9,4 cm2) ; la plaque contiendra 1 colonne de puits pour les contrôles négatifs (sans Ac primaire) 

et 2 colonnes de puits (Ac primaire à des concentrations différentes). 

Le lendemain du repiquage, lorsque les cellules se sont attachées, on effectue trois rinçages 

avec du PBS chauffé à 37°C puis on fixe les cellules avec 2 ml de solution de paraformaldéhyde à 

3 % pendant cinq minutes. Ensuite, on effectue trois rinçages avec du PBS et on perméabilise avec 

2 ml de méthanol pur glacé qu'on laisse cinq minutes à -20°C. On effectue alors deux rinçages avec 

le PBS / BSA. Chaque étape est réalisée délicatement afin de ne pas détacher les cellules du fond. 
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Le marquage s'effectue en chambre humide : sur un morceau de parafilm, on dépose 50 µl 

d'Ac primaire pour les différentes dilutions et 50 µl de PBS / BSA pour les contrôles négatifs, 

puis on dépose la lamelle couvre - objet qu'on laisse pendant deux heures. Après cela, on rince 

trois fois avec du PBS / BSA et on dépose à nouveau la lamelle couvre - objet sur 50 µl d'Ac 

secondaire déposés juste avant sur un morceau de parafilm (toujours en chambre humide). 

L'incubation se déroule pendant une heure à l'obscurité afin de ne pas perdre la fluorescence de la 

molécule couplée à l'Ac secondaire et on rince encore trois fois avec du PBS / BSA. 

Pour finir, on réalise le montage sur lame porte - objet à l'aide d'une goutte de solution de 

PBS / glycérol. Lorsque le montage est sec, les cellules sont observées au microscope à 

fluorescence et par la même occasion des photos sont réalisées. 
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3. Test de cytotoxicité 

3.1. Dosage de protéines (méthode Folio) 

Le dosage des protéines permet d'avoir une estimation de la toxicité des produits sur les 

cellules. Les protéines sont dosées par la méthode du Folin décrite par Lowry et al. (1951 ). 

Le NaOH va lyser les membranes cellulaires et va dénaturer les protéines qui exposent de 

cette façon leurs groupements réactionnels aux réactifs utilisés. Les ions cuivriques de la solution 

alcaline vont former avec les liaisons peptidiques, un complexe de couleur bleue. Le complexe 

phosphomolybdique - phosphotungstique du réactif de Folin est quant à lui réduit par les résidus 

tryptophane et tyrosine des protéines. 

L'intensité de la coloration bleue est mesurée à 660 nm au spectrophotomètre et est 

proportionnelle à la quantité de protéines présentes. 

3.1.1. Matériel 

- plaque de 24 puits (Corning, USA). 

- tampon PBS 0,01 M 0,9 % NaCl pH 7,4. 

- solution stock de lysophosphatidylcholine (LPC) - palmitoyl (Sigma, USA) 10 mM diluée dans 

de l'éthanol. 

- NaOH 0,5 N et NaOH 1 N (Merck, Allemagne). 

- solution A (mixture alcaline) à préparer juste avant utilisation: • 100 ml de Na2CO3 2 % 

• 1 ml de C4H4KNaO6.4H2O 2 % 

• 1 ml de CuSO4.5H2O 

- réactif de Folin (Merck, Allemagne) à diluer deux fois. 

- solution d'étalon protéine (BSA) de concentration 200 µg / ml (Sigma, USA) . 

3 .1.2. Méthode 

Les cellules sont repiquées stérilement avec du milieu riche en sérum dans une plaque de 

24 puits à raison de 30.000 cellules par puits (diamètre du puits= 1,88 cm2). On laisse 24 heures 

dans l'étuve à 37°C à 5 % de CO2 pour que les cellules puissent s'attacher au fond des puits. 
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Le lendemain, on met les cellules au repos avec 1 ml de milieu pauvre en sérum (0,5 ou 0,2 

%) en général pendant 24 heures. Une fois la mise au repos effectuée, on stimule les cellules en 

ajoutant 1 ml de solution activatrice (voir résultats) et on laisse incuber le temps souhaité. 

Après stimulation, le milieu est enlevé et les puits sont délicatement rincés deux fois avec 

1 ml de PBS. Ensuite, on effectue la dénaturation en ajoutant 1 ml de NaOH 0,5 N qu'on laisse 

agir pendant au moins trente minutes à température ambiante. En même temps, on prépare le 

blanc et l'étalon : 

- blanc : 0,5 ml d'eau+ 0,5 ml de NaOH 1 N pendant trente minutes 

- étalon : 0,5 ml d'étalon+ 0,5 ml de NaOH 1 N pendant trente minutes 

On récolte alors 0,4 ml des suspens10ns de protéines cellulaires dans des tubes en 

plastique. On commence le dosage en ajoutant 2 ml de solution A dans les tubes que l'on vortexe 

immédiatement, puis on laisse réagir pendant cinq à quinze minutes. Ensuite, on ajoute 0,2 ml de 

réactif de Folin toutes les trente secondes en prenant soin de vortexer les tubes directement. Pour 

finir, la densité optique (DO) est lue au spectrophotomètre à 660 nm à la trentième minute, puis 

toutes les trente secondes en respectant l'ordre des tubes. 

La concentration en protéines se calcule de la façon suivante : 

Concentration en µg / ml = 200 x 
DO échantillon - DO blanc 

DO étalon - DO blanc 

3.2. Coloration à l'acridine orange/ bromure d'éthidium 

Le test au bromure d'éthidium et acridine orange (colorants fluorescents nucléaires) permet 

d'évaluer aisément les effets cytotoxiques d'un traitement. Il est inspiré par la méthode décrite 

par Parks et al. (1979). L' acridine orange pénètre dans les cellules vivantes et colore leur noyau en 

vert fluorescent. A l' inverse, le bromure d'éthidium colore le noyau des cellules mortes ou 

abimées en orange. 
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3.2.1. Matériel 

- boîtes de pétri de 35 mm (Falcon, Angleterre). 

- tampon PBS 0,01 M 0,9 % NaCl pH 7,4. 

- solution stock de LPC - palmitoyl (Sigma, USA) I 0 mM diluée dans de l'éthanol. 

- solution de coloration: 50 mg de bromure d'éthidium (Sigma, USA) et 15 mg d'acridine orange 

(Sigma, USA) sont dissous dans 1 ml d'éthanol à 95 % et 49 ml d' eau. Cette solution est 

fractionnée en aliquots de 1 ml et stockée à -20°C. On l'utilise diluée 100 fois dans du PBS : elle 

se conserve alors un mois à 4 °C à l'abri de la lumière. 

3.2.2. Méthode 

Les cellules sont repiquées dans des boîtes de pétri à raison de 75.000 cellules par boîte. 

Le lendemain, le milieu de culture est décanté et les cellules sont mises au repos dans 2 ml de 

milieu pauvre en sérum, pendant 24 heures. Ensuite, on incube les cellules pendant un temps 

déterminé avec la solution activatrice (voir résultats). Les boîtes contrôles ne reçoivent que du 

milieu pauvre en sérum. 

Après ce temps d'incubation, le milieu est décanté et les cellules sont rincées avec le 

tampon PBS. Deux gouttes de la solution de coloration sont déposées dans la boîte de Pétri, qui 

est alors immédiatement observée au microscope à fluorescence. On réalise un comptage 

différentiel des cellules vertes et oranges sur un total d'environ 500 cellules réparties sur 

l'ensemble de la boîte. 

Les résultats sont exprimés de la façon suivante : 

nombre de cellules vertes 
% de survie = --------------------- x l00 

nombre de cellules vertes + nombre de cellules oranges 
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4. Test de prolifération : Incorporation de la thymidine tritiée dans I' ADN 

Suivre l'incorporation de la thymidine tritiée permet d'avoir une idée de la capacité 

proliférative des cellules. Cette méthode a été décrite par Klagsbrun et al. (1977). Notre 

expérience consiste à observer l'effet de la LPC sur la prolifération des VSMC. 

4.1. Matériel 

- plaque de 24 puits (Corning, USA). 

- tampon PBS 0,01 M 0,9 % NaCl pH 7,4. 

- solution stock de LPC - palmitoyl (Sigma, USA) 10 mM diluée dans de l'éthanol. 

- solution stock de PDGF (Boehringer, Allemagne) à 1 µg / ml. 

- [Méthyl-3H] - thymidine (NEN products, Allemagne) de concentration 1 mCi / ml. 

- T.C.A. (Farmitalia, Italie) : solution à 5 %. 

- NaOH 0,5 N et HCl 0,5 N (Merck, Allemagne). 

- Aqualuma (Lumac, Pays-Bas). 

4.2. Méthode 

Les cellules sont repiquées stérilement avec 1 ml de milieu riche en sérum dans une plaque 

de 24 puits à raison de 30.000 cellules par puits (diamètre du puits = 1,88 cm2). On laisse 24 

heures dans l'étuve à 37°C à 5 % de CO2 pour que les cellules puissent s'attacher au fond des 

puits. Après, on met les cellules en repos avec 1 ml de milieu pauvre en sérum (0,5 ou 0,2 %). 

Suite à la mise en repos, on effectue la stimulation pendant un temps déterminé avec 1 ml 

de solution activatrice (voir résultats) et on rajoute en même temps 5 µl de solution de thymidine 

tritiée diluée cinq fois dans le milieu utilisé pour la mise au repos. Des puits sans thymidine tritiée 

sont prévus pour les blancs. 

Après l'incubation, les puits sont décantés et rincés deux fois avec du PBS pour enlever la 

thymidine tritiée qui n'aurait pas été incorporée par les cellules. On réalise ensuite une fixation 

avec 1 ml de méthanol absolu (Merck, Allemagne) pendant trente minutes puis les puits sont 

rincés avec deux fois 2 ml d'eau distillée. On ajoute encore 2 ml de T.C.A. à 5 % et on effectue 

deux derniers rinçages avec 2 ml d'eau distillée. 
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Pour finir on récupère les cellules : on ajoute 250 µl de NaOH 0,5 N qu'on laisse pendant 

une minute et on neutralise avec 250 µl de HCl 0,5 N. On agite et on transvase le lysat cellulaire 

dans une fiole dans laquelle on ajoute 5 ml d'Aqualuma. Le comptage de la radioactivité (en coups 

par minutes = CPM) s'effectue pendant trois minutes à l'aide d'un compteur à scintillation ~-

La réalisation d'une deuxième plaque est nécessaire pour un dosage de protéines avant 

stimulation. Nous pourrons alors rapporter les valeurs obtenues au test d'incorporation de 

thymidine tritiée à celles du dosage de protéines avant stimulation afin d'avoir un nombre de CPM 

par 100 µg de protéines, correspondant à la thymidine tritiée incorporée en phase S du cycle 

cellulaire. 
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5. Western blots 

Ce test a pour but de détecter une protéine particulière dans un extrait cellulaire. Nous 

l'avons utilisé pour détecter la cycline Dl, mais également pour déceler quelles voies des MAPK 

sont activées suite à une stimulation à la LPC. 

La première étape est de préparer les extraits protéiques cytosoliques ou les lysats 

cellulaires. On effectue alors une séparation des protéines par électrophorèse. Ensuite, on procède 

au transfert des protéines sur une membrane de PVDF. Celle - ci sera traitée afin de limiter la 

fixation non spécifique. La détection de la protéine recherchée est réalisée à l'aide d'un Ac 

spécifique. 

L'étape finale du procédé consistera à exposer la membrane traitée aux Ac à un film 

photographique. Ce fùrn va alors permettre de visualiser les résultats obtenus par 

chémoluminescence. 

5.1. Matériel 

5 .1 .1. Stimulation et préparation des extraits protéiques 

- T 25 : boîte de culture de 25 cm2 
( Costar, USA). 

- tampon PBS 0,01 M 0,9 % NaCl pH 7,4. 

- racloir stérile (Nunc, Danemark). 

- petit homogénéiseur de Dounce. 

- solution stock de LPC - palmitoyl (Sigma, USA) 10 mM diluée dans de l'éthanol. 

- solution stock de PDGF (Boehringer, Allemagne) à 1 µg / ml. 

- solution sucrose / imidazole pour la préparation des fractions cytosoliques (MAPK, JNK) 

composée de : 

• sucrose 0,25 M (Tirlemont, Belgique) et imidazole 3 mM (Merck, Allemagne) pH 7,4. 

• DTT 1 mM (Sigma, USA) . 

• orthovanadate de sodium 1 mM (Sigma, USA). 

• "proteases cocktail inhibitor" (Boehringer, Allemagne) l comprimé / 2 ml d'eau. Dilution 

finale 25 x. 
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- tampon de lyse pour la préparation des lysats cellulaires ( cycline D 1) composé de : 

• Tris - HCl 50 mM pH 7,4 (Merck, Allemagne). 

• Nonidet P-40 (Sigma, USA) 1 %. 

• déoxycholate de sodium (Merck, Allemagne) 0,25 %. 

• NaCl (Merck, Allemagne) 150 mM 

• EGTA (Sigma, USA) 1 mM. 

• orthovanadate de sodium 1 mM (Sigma, USA). 

• "proteases cocktail inhibitor" (Boehringer, Allemagne) I comprimé / 2 ml d'eau. Dilution 

finale 25 x. 

5 .1.2. Migration sur gel d'électrophorèse 

- système d'électrophorèse. 

- gel séparateur d'acrylamide à 10 % d'acrylamide composé de: 

• 14 ml de tampon Tris 2 M pH 8,8 (Merck, Allemagne). 

• 12,5 ml d'acrylamide 30 % (GibcoBRL, Angleterre)/ bisacrylamide 0,15 % (Janssen 

Chimica, Belgique). 

• 0,187 ml de SDS 20 % (Merck, Allemagne). 

• 10,8 ml de H20. 

• 20 µl de TEMED (Bio-Rad, USA). 

• 75 µl de persulfate d'ammonium 10 % fraîchement préparé (Serva, Belgique). 

- gel concentrateur à 3 % d'acrylamide composé de: 

• 2,5 ml de tampon Tris 0,5 M pH 6,8 (Merck, Allemagne). 

• 1,5 ml d'acrylamide 30 % (GibcoBRL, Angleterre)/ bisacrylamide 0,8 % (Janssen 

Chimica, Belgique). 

• 6,0 ml de H2O. 

• 50 µl de SDS 20 % (Merck, Allemagne). 

• 15 µl de TEMED (Bio-Rad, USA). 

• 50 µl de persulfate d'ammonium 10 % fraîchement préparé (Serva, Belgique) . 

- tampon d'électrophorèse : 

• Tris 0,0125 M (Merck, Allemagne)/ glycine 0,095 M (Merck, Allemagne) pH 8,3. 

• SDS 0,025 % (Merck, Allemagne). 

- tampon d'échantillon : 

• Tris - HCl 125 mM pH 6,8 (Merck, Allemagne). 

• SDS 4,6 % (Merck, Allemagne). 

• glycérol 20 % (Merck, Allemagne). 
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• bleu de bromophénol 0,006 % (Janssen Chimica, Belgique). 

• ~-mercaptoéthanol 10 % (Fluka, Italie). 

- étalon de poids moléculaires Rainbow (Amersham, Angleterre). 

5.1.3. Transfert des protéines sur membrane 

- membrane Immobilon de 0,45 µm d'épaisseur (Millipore, USA). 

- méthanol 100 % (Janssens Chimica, Belgique) 

- appareil de transfert pour western semi - sec. 

- tampon de transfert : 

• Tris 20 mM (Merck, Allemagne)/ glycine 1 mM (Merck, Allemagne) pH 8,3. 

• méthanol 20 % final (Janssen Chimica, Belgique). 

- papier Whatman 3 MM (Machery-Nagel, Allemagne). 

5 .1. 4. Traitement de la membrane et révélation 

- TBS - T: solution TBS + Tween 20 0,1 % pH 7,4 

• Tris 0,02 M (Merck, Allemagne). 

• NaCl 0,137 M (Merck, Allemagne). 

• Tween 20 0,1 % (Merck, Allemagne). 

- TBS - T + 5 % lait en poudre (Gloria). 

- TBS - T + 0,1 % lait en poudre (Gloria). 

Il15 

- Ac primaire monoclonal de souris anti - p42MAPK humaine ( UBL USA) dilué 1.000 fois dans du 

TBS - T (1 µg / ml final). 

- Ac primaire monoclonal de souris anti - JNK active humaine (Promega, USA) dilué 5.000 fois 

dans du TBS - T. 

- Ac primaire monoclonal de souris anti - cycline Dl humaine (UBL USA) dilué 1.000 fois dans du 

TBS - T (1 µg / ml final) . 

- Ac secondaire polyclonal de mouton anti - IgG de souris lié à la HRP (Amersham, Angleterre) 

dilué 5.000 fois dans du TBS - T. 

- liquide de révélation : western blot chemoluminescence (NEN, USA). 

- hyperfilms MP pour isotopes émettant des radiations (Amersharn, Belgique). 

- révélateur dilué 5 fois (llford, Grande-Bretagne). 

- fixateur dilué 5 fois (llford, Grande-Bretagne). 
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5.2. Méthode 

5 .2.1. Stimulation et préparation des extraits protéiques 

On commence par ensemencer équitablement les cellules HA-VSMC à raison de 21.000 

cellules / cm2 en T 25 . Le lendemain, on met les cellules au repos avec 5 ml de milieu pauvre en 

sérum pendant 24 heures. On réalise ensuite la stimulation pendant une période déterminée avec 5 

ml de solution activatrice (voir résultats). Pour arrêter la stimulation, on décante le milieu et on 

rince deux fois avec du PBS à 4°C. 

5.2.1.1._Fractions cytosoliques_(MAPK & JNKJ. 

La récupération des cellules dans un eppendorf s'effectue en deux fois, à l'aide d'un racloir 

stérile, avec 750 µl de solution sucrose / imidazole. On centrifuge le contenu à 4°C à 1.000 RPM 

(centrifugeuse Sorvall, USA) pendant dix minutes, on élimine le surnageant et on resuspend le 

culot avec 150 µl de solution sucrose / imidazole. On transvase le tout dans un homogénéiseur de 

Dounce permettant de faire éclater les membranes plasmiques tout en épargnant les membranes 

nucléaires et intracellulaires. L'homogénat est alors centrifugé à 39.000 RPM (ultracentrifugeuse 

Beckman, USA) pendant quatorze minutes et dix - huit secondes, de manière à séparer la fraction 

cytosolique (surnageant) des noyaux et autres organites intracellulaires. On récupère finalement le 

surnageant à partir duquel on prélève 3 x 6 µl qu'on dilue dans 0,8 ml d'eau pour effectuer un 

dosage des protéines selon la méthode décrite par Bradford et al. (1976) et reprise au point 5.4. Le 

reste de l'extrait est aliquoté avant d'être congelé à -20°C. 

Les cellules sont raclées dans deux fois 750 µI de PBS à 4°C et récoltées dans un 

microtube. Après une centrifugation de dix minutes à 4°C à 1.000 RPM (centrifugeuse Sorvall, 

USA), les cellules sont resuspendues dans 150 µl de tampon de lyse. Après trente minutes 

d' incubation à 4°C, le lysat cellulaire est centrifugé pendant dix minutes à 12.000 RPM afin 

d'éliminer I' ADN et les débris cellulaires. On récupère finalement le surnageant, à partir duquel on 

prélève 3 x 2 µI pour effectuer un dosage des protéines selon la méthode décrite par Bradford et 

al. (1976) (voir point 5.4.). Le reste de l'extrait est aliquoté avant d'être congelé à -70°C. 
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5.2.2. Migration sur gel d'électrophorèse 

Réaliser le montage des plaques: dégraisser les plaques à l'alcool. Mettre de la vaseline sur 

les spacers et les déposer sur les pourtours de la grande plaque. Poser la petite plaque sur les 

spacers et maintenir le montage à l'aide de pinces. 

Préparer le gel séparateur et le couler entre les deux plaques de verre jusqu'à environ 1,5 cm 

en dessous du peigne. Ajouter une couche d'isobutanol saturé en eau et laisser polymériser 

pendant une heure et demi. Après polymérisation, enlever l'isobutanol, rincer à l'eau distillée et 

éventuellement, enlever l'excès à l'aide d'un papier Whatrnan. 

Préparer le gel concentrateur et le couler jusqu'au bord des plaques. Mettre le peigne 

(inclinaison à 45°C pour éviter la formation des bulles d'air) et laisser polymériser pendant une 

heure. 

Préparer les échantillons : diluer les échantillons avec du tampon Tris 0,5 M pH 6,8 de 

façon à avoir une quantité de 10 µg de protéines par puits (quand il s'agit de fractions 

cytosoliques) et de 40 µg de protéines par puits (pour les lysats cellulaires). Diluer les 

échantillons deux fois avec du tampon d'échantillon avant de dénaturer les protéines à 100°C 

pendant cinq minutes. 

Enlever le peigne délicatement et remplir le réservoir du haut de la cuve avec du tampon 

d'électrophorèse jusqu'à environ une hauteur de deux centimètres au dessus du bord supérieur de 

la petite plaque. Déposer les échantillons ainsi que l'étalon (12 µl) dans le fond des puits et 

remplir le bas de la cuve avec du tampon d'électrophorèse sans oublier de chasser les bulles d'air 

sous le gel à l'aide d'une seringue. 

Faire migrer les échantillons de la façon suivante : 

- à 30 mA à travers le gel concentrateur (± une heure). 

- à 45 mA à travers le gel séparateur(± quatre heures). 
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5.2.3. Transfert des protéines sur membrane 

Préparation de la membrane: découper la membrane de la grandeur du gel séparateur, ainsi 

que six feuilles de papier Whatman. Immerger la membrane une minute dans du méthanol 100 % 

afin de l'assouplir puis l'équilibrer dans du tampon de transfert pendant un quart d'heure. 

Arrêter l'électrophorèse lorsque le front de migration se trouve à environ un centimètre du 

bas du gel. La membrane et le gel sont alors placés dans le système "sandwich" suivant en 

respectant l'ordre décrit: 

- 2 tampons "Scotch Brite" 

- 3 feuilles de papier Whatman 

- la membrane 

- le gel séparateur 

- 3 feuilles de papier Whatman 

- 2 tampons "Scotch Brite" 

Déposer le système "sandwich" dans l'appareil de transfert en veillant à mettre le gel du 

côté négatif et la membrane du côté positif (les protéines chargées négativement vont aller du -

vers le+). Rajouter un peu de tampon de transfert et chasser toutes les bulles d'air. Faire migrer 

pendant une nuit à température ambiante à 30 mA. 

5.2.4. Traitement de la membrane et révélation 

Sortir la membrane du système "sandwich" et la rincer une fois avec du TBS - T. Pour 

faciliter les différents traitements on place la membrane dans une bouteille en plastique et on 

incube à température ambiante sur un roller. 

Tout d'abord, on sature la membrane avec le TBS - T à 5 % de lait pendant une heure pour 

empêcher l'interaction des Ac avec tous les sites non spécifiques. On ajoute l'Ac primaire qu'on 

laisse pendant deux heures et puis on élimine les Ac non fixés aux protéines en lavant trois fois 

quinze minutes avec le TBS - T à 0,1 % de lait. On ajoute alors l'Ac secondaire qui doit rester 

pendant une heure maximum et on lave de nouveau quatre fois quinze minutes avec le TBS - T à 

0, 1 % de lait. 
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Figure Il.1. : Principe de la révélation par le système ECL 
(Enhanced ChemoLuminescence) aboutissant finalement à la 
production de lumière après oxydation du luminol par des anions 
superoxydes. Cette lumière sera alors détectée par un hyperfilm 
(d'après Amersham, Belgique). 
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On enlève la membrane de la bouteille et on la place dans un sac plastique ; elle est ensuite 

mise en présence du liquide de révélation (voir figure 11.1.) pendant une minute. Un maximum de 

liquide de révélation est éliminé avant de placer la membrane dans une casette d'autoradiographie 

(Amersham, Angleterre). 

En chambre noire, on expose un film sur la membrane durant environ une minute. Si, après 

développement, le signal est trop fort, il conviendra de diminuer le temps d'exposition et, dans le 

cas contraire, de l'augmenter. Le film est alors placé dans le révélateur jusqu'a apparition des 

bandes, puis dans de l'eau distillée et enfin dans le fixateur pendant quatre minutes. Pour terminer, 

le film est rincé à l'eau courante avant d'être séché à l'air libre. 

5.3. Quantification 

Pour pouvoir quantifier l'intensité des différentes bandes sur le film, on utilise un système 

d'analyse d'images. Il est composé d'une caméra à haute résolution et d'un ordinateur doté de 

logiciels. La caméra, calibrée sur une échelle de gris, précise et enregistre l'image du film. Le logiciel 

effectue une transformation des différents niveaux de gris (pixels) en densité optique (DO). On 

délimite les bandes sur le gel et le logiciel réalise une intégration de la densité optique (1OD). On 

aura donc pour chaque bande un résultat en IOD qui représente le produit de la DO et de la 

surface ( en mm2
) de la bande. 

5.4. Dosage de protéines (méthode Bradford) 

5.4.1 . Matériel 

- colorant (Bio-rad, USA). 

- échantillons de protéines. 

- cuvette en verre. 

5.4.2. Méthode 

Le dosage de protéines s'effectue comme suit : pour chaque échantillon à doser, on effectue 

des triples. Soit 3 x 6 µl ou 3 x 2 µl (selon la préparation des extraits protéiques) qu'on dilue dans 

0,8 ml d'eau. 
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On ajoute, de minute en minute, 0,2 ml de colorant, puis on lit l'absorbance à 595 nm après 

exactement 5 minutes de coloration. La cuvette en verre doit être rincée à l'éthanol ou à l'acétone, 

puis à l'eau entre chaque lecture. 

Les valeurs de densités optiques sont converties en µg de protéines grâce à une droite 

d'étalonnage allant de 2,5 à 7,5 µg de SAB (sérum albumine bovine). 
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6. Dosage du calcium cytosolique libre 

La concentration en calcium cytosolique libre des monocouches de cellules adhérentes à été 

mesurée par la sonde fluorescente Fura - 2 AM selon la méthode décrite par Grynkiewicz et al. 

(1985). Cette sonde se présente sous la forme d'un acétoxyméthyl ester qui, par son 

hydrophobicité, est capable de pénétrer à l'intérieur de la cellule. 

Dans le cytoplasme, le groupement ester est clivé par les estérases cytosoliques. La perte 

de ce groupement empêche la sonde de sortir des cellules ou de rentrer dans des organites capables 

de stocker le Ca2
+. Après le clivage la sonde est active et complexe spécifiquement les ions 

calcium avec une stœchiométrie 1: 1. On suit alors la fluorescence à l'aide d'un spectrofluorimètre. 

Le monochromateur est placé successivement et le plus rapidement possible sur 340, 358 et 380 

nm pour la longueur d'onde d'excitation. Ces longueurs d'onde sont absorbées par la sonde qui 

devient alors une source d'émission fluorescente pour un second monochromateur placé à 90° et 

qui sélectionne le signal réérnis à 510 nm. L'intensité de la fluorescence est mesurée par un 

photodétecteur. 

La liaison du Ca2
+ à la sonde déplace le pic d'excitation de la sonde de 380 à 340 nm. On 

mesure la fluorescence émise à 510 nm. Les mesures se font à température ambiante (20°C). La 

constante de dissociation (Kd) du Fura - 2 AM à cette température est de 135 nM. 

6.1. Matériel 

- boîtes de pétri de 35 mm (Falcon, Angleterre). 

- solution stock de LPC - palmitoyl (Sigma, USA) 10 mM diluée dans de l'éthanol. 

- sonde estérifiée Fura - 2 AM (Sigma, USA) dissoute dans du DMSO à une concentration de 0,1 

mM ou 0,8 mM. 

- HBSS à pH 7,4 avec ou sans CaC12 (1 mM). 

- Triton X - 100 (Merck, Allemagne) dans du HBSS (10 %). 

- tampon Tris (1 M) (Merck, Allemagne)+ EDTA (50 mM) (Merck, Allemagne) à pH 8,3 . 

- solution MnC12 (1 M) (Merck, Allemagne). 
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6.2. Méthode 

Les cellules sont repiquées à confluence dans des boîtes de pétri à raison de 1 ml par puits. 

Dans chacun d'eux, on a préalablement déposé un couvre - objet stérile. Ce dernier s'adapte 

parfaitement dans la diagonale d'une cuvette en quartz pour les lectures au spectrofluorimètre. 

Pour le chargement de la sonde, les cellules sont incubées à 37°C et à l'obscurité pendant 

60 minutes dans 2 ml du milieu pauvre en sérum en présence de la sonde Fura - 2 AM (2 µM) . 

Au terme de cette incubation, on décante le milieu de culture et la boîte est rincée trois fois avec 

du HBSS afin d'éliminer l'excès de sonde. 

Pour la mesure spectrofluorimétrique de la concentration cytosolique en Ca2
+, le couvre -

objet est placé sur la diagonale d'une cuvette en quartz à 4 faces polies (Hellma, Benelux) 

contenant 3 ml de HBSS - Ca2
+ qui est rapidement transférée dans le spectrofluorimètre (SFM -

25, Kontron). L'orientation du couvre - objet doit former un angle de 45° avec la source 

d'excitation ainsi qu'avec le filtre d'émission. On suit ensuite la fluorescence au cours du temps à 

une longueur d'onde d'émission de 510 nm et avec une sensibilité de 400 V. 

On expose successivement la monocouche de cellules aux longueurs d'ondes d'excitation de 

340, 358 et 380 nm et on mesure les intensités fluorescentes correspondantes. Ces trois valeurs 

sont nommées respectivement F 340, F 358 et F 380. Le passage d'une longueur d'onde à une 

autre doit se faire le plus rapidement possible. Après un certain nombre de mesures, on ajoute 

notre solution activatrice (voir résultats) et on reprend des mesures pendant un certain temps. 

On ajoute ensuite 30 µl de Triton X - 100 afin de perméabiliser les cellules et de provoquer 

une fluorescence maximale par exposition de la sonde au calcium extracellulaire. On mesure les 

valeurs que l'on appelle F 340 max, F 358 max, F 380 max. 

On ajoute alors 300 µ1 du tampon Tris - EDTA. L'EDTA va chélater tout le calcium 

présent et maintenir la sonde sous forme libre. On lit les valeurs minimales de fluorescence 

appelées F 340 min, F 358 min, F 380 min. 

Afin d'obtenir la valeur d'autofluorescence (AF) des cellules, du milieu et du couvre - objet 

à 340 et à 380 nm, on ajoute 3 µl de MnCh. Ces valeurs sont respectivement nommées AF 340 et 

AF 380. Le MnCli empêche la sonde d'émettre de la fluorescence ("quenching"). 
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Pour calculer la concentration en calcium intracellulaire, on utilise la formule suivante 

établie par Grynkiewicz et al. (1985) et qui est : 

R-Rmin 
[Ca2+]i (nrnole /1) = 135 x ---­

R max - R 
avec 

F 340 -AF 340 
R=------

F 380 -AF 380 
Rmin= 

F 340 min 

F 380 min 

F 340 max 
Rmax=---­

F 380 max 
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7. Test de libération de l'acide arachidonique 

Pour mettre en évidence l'implication globale des phospolipases A2 cellulaires, enzymes 

libérant l'acide arachidonique à partir des phospholipides membranaires, on réalise une mesure 

quantitative de la libération d'acide arachidonique radioactif préalablement incorporé par les 

cellules. 

7.1. Matériel 

- plaque de 24 puits (Corning, USA). 

- solution stock de LPC - palmitoyl (Sigma, USA) 10 rnM diluée dans de l'éthanol. 

- solution stock de Il-lP (Janssen Chimica, Belgique) à 0,1 µg / ml. 

- [
3H] - AA (NEN Dupont, Belgique) : acide arachidonique tritié d'activité spécifique 180 Ci / 

mmole. 

- solution stock d'EGTA (Sigma, USA) 0,1 M pH 8 (1 rnM final). 

- solution stock de BAPTA-AM (Sigma, USA) 100 mM (5 µM final). 

- Aqualuma (Lumac, Pays-Bas). 

7.2. Méthode 

Tout d'abord, les cellules sont ensemencées avec du milieu riche en sérum dans des plaques 

multipuits à raison de 100.000 cellules par puits. Après les avoir laissé adhérer, on les met au 

repos avec du milieu pauvre en sérum contenant 1'[3H] - AA dilué 2.000 fois. On laisse 

l'incorporation de l'acide arachidonique se dérouler pendant 18 heures d'incubation dans une étuve 

à 37°C contenant 5 % de CO2. 

A partir de quelques puits, on prélève 100 µl du milieu de culture sur lequel on réalise un 

comptage pour estimer la quantité de [3H] - AA non incorporé. On va également estimer la 

quantité de [3H] - AA incorporé après les 18 heures d'incubation. De ces mêmes puits, on décante 

entièrement le milieu restant, puis on ajoute 200 µl de NaOH 0,5 N pendant trente minutes et on 

neutralise en ajoutant 200 µl de HCl 0,5 N. On réalise alors un comptage sur cette solution qui 

déterminera la radioactivité incorporée au temps O (RI0). 
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Pour les autres puits, le milieu est décanté et les cellules rincées deux fois avec 1 ml de 

milieu pauvre en sérum. Ensuite, on ajoute 1 ml de solution activatrice (voir résultats) pendant le 

temps désiré et on incube à 37°C. Après la stimulation, on prélève 100 µl du milieu d'incubation 

sur lequel on effectue un comptage qui nous donnera une valeur de radioactivité libérée. On 

multipliera cette valeur par 10, pour avoir le total de radioactivité libérée au temps t (RLi) (pour 

aboutir au 1 ml ajouté au départ). 

Le comptage de la radioactivité (en CPM) s'effectue en ajoutant dans une fiole, 5 ml 

d' Aqualuma aux différents prélèvements. Il est réalisé pendant trois minutes à l'aide d'un 

compteur à scintillation ~-

On exprime les résultats de la façon suivante : 

RL1 
Pourcentage de radioactivité relarguée = -- x 100 

Rio 
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1. Description des modèles cellulaires 

Au cours de ce mémoire, on a tenté de mettre en évidence l'effet de la LPC sur la 

prolifération des cellules musculaires lisses de la paroi des artères. La plupart des articles 

traitant de ce sujet utilisent des CML animales (rat, porc, lapin, ... ). Au laboratoire, notre choix 

s'est porté sur des cellules humaines ; c'est pourquoi il nous a semblé important de commencer 

par caractériser ces cellules. 

Dans un premier temps, le travail a été ciblé sur l'étude d'un modèle cellulaire : les HA 

- VSMC, distribuée par l'ATCC. Mais suite à des problèmes de contamination et vu les délais 

de livraison de ces cellules, nous avons dû nous procurer une autre lignée cellulaire : les Ao -

VSMC, vendues par la firme BioWhittaker, afin de poursuivre les expériences. 

Etant désormais en présence de deux lignées cellulaires, il a été possible de réaliser 

une étude comparative. 

1.1. Les cellules HA - VSMC 

La lignée de cellules musculaires lisses HA - VSMC utilisée lors de nos expériences 

est dérivée d'une aorte humaine d'une fille âgée de onze mois. Ces cellules s'apparentent aux 

fibroblastes car, tout comme ces dernières, elles croissent en monocouche sur le fond des 

boîtes de culture. Nous recevons une ampoule de cellules congelées à la seizième génération 

et l'ATCC recommande d'utiliser ces cellules pendant quinze générations maximum. Elles sont 

cultivées dans le milieu F12-K en présence de 10 % de sérum et de compléments (voir point 

l .A. des Matériels et Méthodes). 

A la décongélation (génération 16 ou G16), les cellules possèdent une très belle 

morphologie et atteignent la confluence après environ cinq jours. On peut déjà constater leur 

tendance à former des faisceaux (voir figure III. 1.). Lorsqu'elles arrivent en G 26 (après dix 

repiquages), ces cellules commencent à changer d'aspect, leur croissance est ralentie (la 

confluence est atteinte après seulement 8 jours) et les faisceaux deviennent de moins en moins 

définis. 

Un marquage immunocytochimique des filaments d'a - actine (voir figure III.3 .) au 

cours des générations nous a permis de déceler une dédifférenciation de ces cellules. Ces 

expériences ont révélé qu'à partir de la G28, les cellules ne montraient plus un marquage assez 

significatif. Nous avons donc préféré ne plus les utiliser pour la suite des expériences. 



rifl 

Figure III. l. : Micrographie en contraste de phase des cellules HA - VSMC. 
Les cellules sont cultivées dans le milieu F12-K + 10 % de sérum. 
A : cellules après 1 jour de culture (144 x). B : cellules non confluentes 
(144 x). C : cellules confluentes (144 x). Les générations des cellules 
utilisées étaient comprises entre G16 et G22. 
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Figure III.2. : Micrographie en contraste de phase des cellules Ao - VSMC. 
Les cellules sont cultivées dans le milieu SmGM - 2. 
A : cellules après 1 jour de culture (288 x). B : cellules non confluentes 
(144 x). C : cellules confluentes (144 x). Les générations des cellules 
utilisées étaient comprises entre G9 et G12. 
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1.2. Les cellules Ao - VSMC 

Ce deuxième modèle cellulaire utilisé pour les expériences provient d'un seul donneur 

dont aucune caractéristique particulière nous a été communiquée (BioWhittaker) . Les cellules 

sont reçues à la quatrième génération et peuvent être cultivées pendant quinze générations 

maximum. Comme les HA - VSMC, elles ressemblent fortement aux fibroblastes et se 

développent en monocouche sur le fond des boîtes de culture. 

En comparaison avec les HA - VSMC, ces cellules sont plus petites et se divisent plus 

rapidement. Au début de la mise en culture, il leur faut environ quatre jours pour atteindre la 

confluence. Elles sont également capables de former des faisceaux bien visibles. Après une 

dizaine de générations, on remarque que ces cellules se divisent moins vite ( elles atteignent la 

confluence après une semaine) et s'organisent moins facilement en faisceaux (voir figure 

III.2.) . Le même procédé de marquage permettant de voir les filaments d'a - actine à été 

effectué. La figure III.3. permet de comparer les deux lignées cellulaires après le marquage 

immunocytochirnique. 

Il faut également signaler que la firme Bio Whittaker recommande un milieu appelé 

SmBM pour les cellules Ao - VSMC, qui est différent du milieu F12-K. Etant donné que ce 

milieu est plus riche, son prix d'achat est assez élevé (les composants, dont des facteurs de 

croissance, présents dans ce milieu sont relativement onéreux). C'est pourquoi on a tenté de 

cultiver les cellules Ao - VSMC dans du milieu F12-K. On a pu remarquer que les cellules 

supportaient bien ce changement de milieu et qu'elles arrivaient à se multiplier dans les 

mêmes ordres de grandeur que lorsqu'elles sont cultivées dans le milieu SmBM. Cependant, 

on a remarqué que les cellules changeaient légèrement de morphologie : elles devenaient plus 

étalées et apparaissaient donc plus grande dans le milieu F12-K + 10 % de sérum. Malgré cet 

effet sur la morphologie, il semble que les Ao - VSMC puissent être cultivées avec succès 

dans le milieu F12-K + 10 % de sérum. 

1.3. Discussion 

Ces deux modèles constituent donc notre matériel de base pour la suite des 

expériences. Etant donné qu'ils ont la même origine anatomique et que ces cellules ont les 

mêmes fonctions au sein de l'organisme, on peut étudier leur réponses respectives in vitro, 

suite à diverses stimulations, relevantes par rapport au contexte physiopathologique in situ. 

Par la suite, on se propose d'étudier quelles réponses métaboliques sont induites par la LPC 

sur ces deux lignées cellulaires. Si les résultats obtenus sont similaires, ne serait ce que 

qualitativement, cela valide d'autant plus l'hypothèse selon laquelle la LPC est bien une 

molécule bioactive importante. 



A 

Figure III.3. : Comparaison par microscopie à fluorescence des cellules HA -
VSMC (G21) (A) et des cellules Ao - VSMC (Gs) (B) après marquage 
immunocytochimique des filaments <l'a - actine. Les cellules ont été cultivées 
comme précisé dans les figures précédentes. Grossissement 41 7 x. 
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2. Etude des effets activateurs de la LPC - Comparaison de deux types de 
cellules musculaires lisses 

2.1. Etude de la cytotoxicité de la LPC 

La LPC utilisée pour toutes les expériences provient d'un stock 10 mM dans l'éthanol à 

partir de LPC lyophilisée. Ce stock est dilué à la concentration voulue dans les milieux de 

culture. Avant d'étudier les effets activateurs de la LPC, il nous a semblé évident de devoir 

vérifier la cytotoxicité éventuelle de ce phospholipide. Pour ce faire, on a décidé de procéder à 

deux types d'expériences complémentaires. La première consiste en une coloration au 

bromure d'éthidium / acridine orange et la deuxième en un dosage de protéines par la méthode 

de Folin. 

2.1.1. Coloration au bromure d'éthidium / acridine orange 

Cette expérience permet de visualiser la survie cellulaire directement par utilisation 

d'un microscope à fluorescence (voir point 3.2. des Matériels et Méthodes). En observant la 

coloration des cellules, on peut calculer le pourcentage de survie cellulaire en différenciant 

d'une part, les cellules vivantes dont les noyaux sont colorés en vert fluorescent, et d'autre 

part, les cellules mortes ou abîmées dont les noyaux sont colorés en orange. 

2.1.1.1. Les cellules HA_- VSMC 

Le test est réalisé sur des cellules HA - VSMC repiquées sur couvre - objet, mises au 

repos dans du milieu F12-K + 0,5 % de sérum pendant 24 heures et stimulées 24 heures en 

présence de LPC 5, 10 et 15 µMou stimulées 1 heure avec de la LPC 20 µM diluée dans ce 

même milieu. 

Les résultats obtenus lors de ces expériences nous indiquent une survie cellulaire de 94 

% pour les cellules cultivées en l'absence de LPC. En ce qui concerne les cellules incubées en 

présence de LPC pendant 24 heures, on remarque que la survie cellulaire est légèrement 

inférieure : pour les incubations à 5 et 10 µM, on a obtenu respectivement 92 et 90 % de 

survie cellulaire, ce qui indique que l'effet toxique reste très limité. Par contre, pour ce qui est 

de l'incubation à 15 µM, on a obtenu une survie cellulaire de 71 %, ce qui suggère un effet 

toxique de la LPC. Les cellules incubées pendant 1 heure avec de la LPC 20 µM montrent une 

survie cellulaire de 84 %. 
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Figure III.4. : Evaluation de la cytotoxicité de la LPC sur les HA - VSMC 
(A) et les Ao - VSMC (B) par la méthode de Folin. 
A : Les cellules HA - VSMC sont mises au repos pendant 24 heures avec du 
milieu Fl2-K contenant 0,5 % de sérum puis incubées comme suit pendant 
24 heures: contrôle: milieu Fl2-K + 0,5 % de sérum; LPC: milieu Fl2-K + 
0,5 % de sérum en présence de LPC 2,5, 5 et 10 µM. 
B : Les cellules Ao - VSMC sont mises au repos pendant 24 heures avec du 
milieu SmBM contenant 0,5 % de sérum puis incubées comme suit pendant 
24 heures : contrôle : milieu SmBM + 0,5 % de sérum ; LPC: milieu SmBM 
+ 0,5 % de sérum en présence de LPC 1, 5, 10 et 15 µM. 
Les valeurs sont exprimées en µg de protéines par cupule et représentent la 
moyenne l'écart type d'une seule expérience avec pour chaque test, trois 
réplicats. *P<0,05 contre contrôle. **P<0,01 contre contrôle. 
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2.1._1.2 .. Les_cellules Ao_-YSMC 

La cytotoxicité éventuelle de la LPC a également été testée sur les cellules provenant 

de chez Bio Whittaker. Elles sont repiquées sur couvre - objet, mises au repos dans du milieu 

SmBM + 0,5 % de sérum pendant 24 heures et incubées pendant 24 heures en présence de 

LPC 5, 10 et 15 µMou incubées pendant 1 heure avec de la LPC 20 µM diluée dans ce même 

milieu. 

On a pu observer que les cellules en l'absence de LPC, montrent un pourcentage de 

survie cellulaire de 96 %. En ce qui concerne les incubations de 24 heures à 5, 10 et 15 µMen 

LPC, on a obtenu des pourcentages respectifs de 93, 89 et 72 %. Au vu de ces résultats, on 

peut dire que les concentrations de 5 et 10 µM ne provoquent qu'un léger effet toxique, mais 

que celle de 15 µM est clairement toxique. Pour l'incubation d' 1 heure avec 20 µM, on a 

obtenu une survie cellulaire de 79 %. 

2.1.2. Quantification des cellules par dosage de protéines 

Par ce dosage, on tente de mettre en évidence l'impact de la LPC sur la biomasse 

estimée par les protéines totales (voir point 3.1. des Matériels et Méthodes) et donc 

indirectement sur la mort cellulaire. On mesure la quantité de protéines présentes dans chaque 

cupule. En pratique, les valeurs sont comparées avec celles obtenues pour des cellules 

cultivées en l'absence de LPC. La réalisation de contrôles positifs a été également effectuée 

lors de chaque expérience : ce qui veut dire que lors de l'incubation, les cellules sont cultivées 

avec du milieu riche en sérum (F12-K + 10 % de sérum pour les HA - VSMC et SmBM + 5 

% de sérum + facteurs de croissance pour les Ao - VSMC). Pour toutes les expériences, 

chaque condition est réalisée en triple. 

2.1.2. 1._Les cellules HA.- VSMC 

La LPC a donc été testée sur la biomasse cellulaire. Dans ces expériences, on a voulu 

voir l'effet de la LPC après une mise au repos pendant 24 heures dans le milieu F12-K à 0,5 % 

de sérum. Ensuite, on incube les cellules pendant 24 heures avec différentes concentrations en 

LPC (2,5, 5 et 10 µM) dans le milieu Fl2-K à 0,5 % de sérum (voir figure III.4.A). Nous 

avons procédé de cette manière, parce qu'ultérieurement pour les tests d'incorporation à la 

thymidine tritiée, une période de repos s'est avérée indispensable. Les résultats semblent 

indiquer qu'aucune des concentrations en LPC testées n'a un effet toxique sur les cellules. 
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2.1.2.2. Les cellules Ao_- .VSMC 

Pour ces cellules, on a effectué une expérience dans des conditions semblables à celles 

utilisées au départ pour le premier type cellulaire. On a donc travaillé avec du milieu SmBM à 

0,5 % de sérum pour la mise en repos de 24 heures. La LPC a été diluée à différentes 

concentrations (1, 5, 10 et 15 µM) dans ce même milieu, pour un temps d'incubation de 24 

heures. Les résultats de cette expérience sont représentés à la figure III.4.B. Pour ce type 

cellulaire, les valeurs indiquent que les concentrations de 1, 5 et 10 µM en LPC ne montrent 

aucun effet cytotoxique. Par contre la concentration de 15 µM montre une diminution 

significative de la biomasse exprimée en protéines par rapport au contrôle. Nous avions 

effectivement constaté beaucoup de cellules mortes lors de l'observation au microscope. 

2.1.3. Discussion 

Ces différents tests nous ont permis d'avoir une idée de l'effet de la LPC sur la toxicité 

cellulaire et de constater que globalement, et ce pour autant que l'on se situe dans une gamme 

de concentrations adéquate allant jusque 10 µM, cette molécule n'induit pratiquement pas de 

mortalité cellulaire importante. 

Par la coloration au bromure d'éthidium / acridine orange, on s'est aperçu que les 

concentrations de 5 et 10 µM avec 24 heures d'incubation ne montraient quasiment pas d'effet 

toxique. Par contre, la concentration de 15 µM commence à montrer une augmentation de la 

mort cellulaire. Pour une incubation courte de 1 heure, on peut utiliser des concentrations un 

peu plus élevées puisqu'on obtient toujours 82 % de survie. 

Les résultats sont confirmés par les estimations de biomasse. On peut constater que les 

incubations aux concentrations inférieures ou égales à 10 µM en LPC n'ont montré aucun 

effet toxique que ce soit sur les HA - VSMC ou sur les Ao - VSMC. A partir de la 

concentration 15 µM, tous les tests ( acridine orange / bromure d'éthidium, bioniç1.sse et 

examen microscopique) confirment la toxicité. 

Plusieurs auteurs testant la LPC sur des cellules musculaires lisses, que ce soit de rat 

(Chenet al., 1994; Yamakawa et al., 1998), de porc (Stoll et Spector, 1993) ou de lapin (Chai 

et al., 1996), utilisaient généralement la LPC dans des gammes de concentrations allant de 1 à 

50 µM. Par contre, sur des cellules endothéliales, on remarque que la LPC est utilisée à des 

concentrations montant jusqu'à 100 µM (Zembowicz et al., 1995) 
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Figure III.5. : Evaluation de la LPC sur la biomasse cellulaire des HA -
VSMC par la méthode de Folin 
A : Les cellules sont mises au repos pendant 24 heures avec du milieu 
Fl2-K contenant 0,2 % de sérum puis incubées comme suit pendant 24 
heures : contrôle : milieu F12-K + 0,2 % de sérum; LPC: milieu F12-K + 
0,2 % de sérum en présence de LPC 2,5, 5 et 10 µM. 
B : Les cellules sont mises au repos pendant 24 heures avec du milieu 
f 12-K contenant 0,5 % de sérum puis incubées comme suit pendant 48 
heures : contrôle : milieu f 12-K + 0,5 % de sérum; LPC : milieu f 12-K + 
0,5 % de sérum en présence de LPC 2,5, 5 et 10 µM. 
C : Les cellules sont mises au repos pendant 48 heures avec du milieu 
F12-K contenant 0,5 % de sérum puis incubées comme suit pendant 24 
heures: contrôle: milieu Fl2-K + 0,5 % de sérum; LPC: milieu F12-K + 
o·,5 % de sérum en présence de LPC 2,5, 5 et 10 µM. 
Les valeurs sont exprimées en µg de protéines par cupule et représentent 
la moyenne ± l'écart type d'une seule expérience avec pour chaque test, 
trois réplicats. *P<0,05 contre contrôle. * *P<0,0 1 contre contrôle. 
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2.2. Effet de la LPC sur la prolifération cellulaire 

La LPC est considérée par de nombreux auteurs comme une molécule bioactive, 

responsable d'une partie des effets liés aux LDL modifiées. Nous avons d'abord voulu vérifier 

si la LPC stimulait bien la prolifération des 2 modèles de CML humaines nouvellement 

caractérisées dans notre laboratoire. 

2.2.1. Effet de la LPC sur la biomasse des cellules HA - VSMC 

Une première méthode pour évaluer les effets pro - prolifératifs d'une molécule, 

consiste à suivre la biomasse, estimée par dosage de protéines, après un certain temps. 

Comme les premières expériences en présence de LPC n'étaient guère concluantes (résultats 

non montrés), nous avons testé différentes conditions de mise au repos des cellules, avant de 

les incuber en présence de LPC. En outre, comme la LPC s'avère malgré tout légèrement 

toxique, même à de faibles concentrations, nous nous sommes limités à des incubations ne 

dépassant pas 48 heures. 

Lorsque les cellules HA - VSMC sont mises au repos pendant 24 heures dans le milieu 

F12-K + 0,5 % de sérum, puis incubées pendant 24 heures avec différentes concentrations de 

LPC (2,5, 5 et 10 µM), on n'observe aucun effet de la LPC sur la biomasse (voir figure 

III.4.A). On a donc procédé à une mise au repos de 24 heures dans du milieu F12-K à 0,2 % 

de sérum, suivi d'une incubation de 24 heures avec la LPC diluée aux mêmes concentrations 

que l'expérience précédente (2,5, 5 et 10 µM) dans du milieu F12-K à 0,2 % de sérum (voir 

figure III.5.A). On peut remarquer que la LPC ne semble provoquer aucune toxicité cellulaire 

et ce quelles que soient les concentrations testées. En outre, on constate que la concentration 

de 2,5 µM en LPC à significativement augmenté la biomasse cellulaire. Signalons que le 

contrôle positif (c'est à dire des cellules incubées en présence de milieu F12-K + 10 % de 

sérum), présente après 24 heures une biomasse qui correspond à 187 % par rapport à celle du 

contrôle (résultats non montrés). 

Toujours dans le but d'accroître l'effet de la LPC, on s'est proposé de travailler toujours 

avec le milieu F12-K à 0,5 % de sérum, mais de jouer sur le temps d'incubation en 

l'allongeant de 24 heures, soit un total de 48 heures. Les résultats de cette expérience sont 

représentés à la figure III.5.B. On peut de nouveau remarquer que les concentrations en LPC 

testées (2,5, 5 et 10 µM) n'ont pas montré d'effet cytotoxique sur les cellules, mais on ne 

constate pas d'effet significatif sur la biomasse des HA - VSMC. Les résultats obtenus en 

présence de 10 % de sérum montrent une biomasse atteignant 185 % par rapport au contrôle 

(résultats non montrés). 



Cellules Conditions lµM 2,SµM SµM lOµM 15µM 

Repos: 24 h 

HA-VSMC Stimulation: 24 h NT - - - NT 

Milieu : Fl2-K + 0,5 % S 

Repos : 24 h 

HA-VSMC Stimulation : 24 h NT + - - NT 

Milieu: F12-K + 0,2 % S 

Repos: 24 h 

HA-VSMC Stimulation : 48 h NT - - - NT 

Milieu: F12-K + 0,5 % S 

Repos: 48 h 

HA-VSMC Stimulation : 24 h NT - t t NT 

Milieu: F12-K + 0,5 % S 

Repos: 24 h 

Ao-VSMC Stimulation : 24 h - NT - - t 
Milieu : SmBM + 0,5 % S 

Tableau III.1 . : Résumé des résultats obtenus sur les dosages de protéines par la 
méthode de Folin suivant le type cellulaire, les conditions expérimentales et les 
concentrations en LPC. 
+ : effet pro - prolifératif ; - : pas de différence par rapport au contrôle ; t : effet 
cytotoxique ; NT : non testé. 
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Un troisième type d'expérience a été réalisée afin de mettre en évidence un effet plus 

intense de la LPC. Tout en gardant le milieu F12-K à 0,5 % de sérum, on a décidé d'effectuer 

une mise au repos de 48 heures et d'incuber les cellules pendant 24 heures avec de nouveau 

les mêmes concentrations en LPC que lors des tests précédents (2,5, 5 et 10 µM). En 

regardant la figure III.5.C, on s'aperçoit qu'on améliore pas l'effet pro - prolifératif de la LPC 

à 2,5 µM, mais qu'on fait apparaître une toxicité pour la LPC 5 et 10 µM. Le contrôle positif 

de cette expérience, en présence de 10 % de sérum n'atteint plus que 14 7 %. La période de 

repos de 48 heures avec 0,5 % de sérum est donc mal tolérée par les cellules. Pour les mises 

en repos ultérieures, nous nous sommes limités à 24 heures. 

Le tableau III.1. récapitule toutes les expériences effectuées sur la biomasse via le 

dosage de protéines par la méthode de Folin. On peut constater que les incubations aux 

concentrations inférieures ou égales à 2,5 µM en LPC ne montrent aucun effet toxique. Par 

contre, les concentrations de 5 et 10 µM montrent un effet néfaste pour des mises au repos de 

48 heures. 

Etant donné que l'estimation de la prolifération induite par la LPC via la biomasse 

donne peu de résultats concluants, nous sommes passés à l'incorporation de la thymidine 

tritiée, souvent utilisée dans la littérature. 

2.2.2. Tests d'incorporation de thymidine tritiée dans l'ADN 

Le principe consiste à incuber les cellules en présence de thymidine radioactive, qui 

sera incorporée dans l'ADN lors de la phase S du cycle cellulaire (voir point 4. des Matériels 

et Méthodes). La quantité de thymidine tritiée incorporée dans l'ADN par les cellules reflète 

donc la capacité des cellules à entrer en phase S du cycle cellulaire. 

Lors de chaque expérience, des contrôles positifs ont été réalisés : il s'agit d'une 

incubation avec du milieu riche en sérum (Fl2-K + 10 % de sérum+ ITES + ECG pour les 

HA - VSMC et SmBM + 5 % de sérum + facteurs de croissance pour les Ao - VSMC). Etant 

donné que les valeurs en CPM / 100 µg de protéines pour ces contrôles positifs étaient trop 

élevées par rapport aux contrôles et aux diverses stimulations à la LPC, elles n'ont pas été 

représentées graphiquement. Elles seront cependant données dans les paragraphes suivants 

pour permettre de faire une comparaison avec les autres tests. Afin d'avoir un niveau de 

référence, des contrôles ont également été réalisés : il s'agit d'une incubation avec du milieu 

pauvre en sérum (F12-K + 0,5 % de sérum pour les HA - VSMC et SmBM + 0,5 % de sérum 

pour les Ao - VSMC). Il semble important de préciser aussi que la thymidine tritiée est 

ajoutée au même moment que la stimulation. 
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Figure III.6. : Effet de la LPC sur la prolifération des HA - VSMC, 
évaluée par incorporation de thymidine tritiée. 
A : Les cellules ont été mises au repos pendant 24 heures dans du 
milieu F12-K contenant 0,5 % de sérum puis incubées pendant 24 
heures comme suit: contrôle: milieu F12-K + 0,5 % de sérum; LPC: 
milieu F12-K + 0,5 % de sérum en présence de LPC 2,5, 5 et 10 µM. 
B : Les cellules ont été mises au repos pendant 24 heures dans du 
milieu F12-K contenant 0,2 % de sérum puis incubées pendant 24 
heures comme suit: contrôle: milieu F12-K + 0,2 % de sérum; LPC: 
milieu Fl2-K + 0,2 % de sérum en présence de LPC 2,5, 5 et l0_µM. 
C : Les cellules ont été mises au repos pendant 24 heures dans du 
milieu F12-K contenant 0,5 % de sérum puis incubées pendant 48 
heures comme suit: contrôle: milieu F12-K + 0,5 % de sérum; LPC : 
milieu F12-K + 0,5 % de sérum en présence de LPC 2,5 , 5 et 10 µM. 
D Les cellules ont été mises au repos pendant 48 heures dans du 
milieu F12-K contenant 0,5 % de sérum puis incubées pendant 24 
heures comme suit: contrôle: milieu F12-K + 0,5 % de sérum; LPC: 
milieu F12-K + 0,5 % de sérum en présence de LPC 2,5, 5 et 10 µM. 
Les valeurs sont exprimées en CPM / 100 µg de protéines et 
correspondent à la moyenne de 3 puits± 1 écart type. *P<0,05 contre 
contrôle. **P<0,01 contre contrôle. 
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2.2.2.1._Les cellules HA_- VSMC 

Une première estimation de l'incorporation de la thymidine tritiée s'effectue pour des 

cellules mises au repos pendant 24 heures dans du milieu F12-K à 0,5 % de sérum, et 

stimulées ensuite pendant 1 heure avec la LPC diluée à différentes concentrations (0,5, 1, 5 et 

10 µM) dans du milieu F12-K à 0,5 % de sérum. Nous avions choisi un temps court pour 

limiter les effets toxiques éventuels de la LPC. Les résultats obtenus lors de cette expérience 

(non montrés) n'ont révélé aucun effet pro - prolifératif de la part de la LPC, même à la plus 

forte concentration. Il apparaît que ce temps de stimulation ne soit pas suffisant. 

Pour poursuivre les recherches de manière cohérente, on est donc passé de 1 heure à 

24 heures de stimulation, avec toujours 24 heures de repos. On a également gardé le F12-K à 

0,5 % de sérum comme milieu de repos et comme milieu de dilution pour la LPC testée à trois 

concentrations (5, 10 et 15 µM). Les résultats sont représentés à la figure III.6.A. Ils montrent 

que une seule concentration en LPC provoque une augmentation significative de la 

radioactivité incorporée par les cellules par rapport au contrôle : la concentration de 5 µM 

montre une augmentation de 179 %, celle de 10 µM ne montre rien, tandis que celle de 15 µM 

tombe pratiquement à zéro. Le contrôle positif (milieu F12-K + 10 % de sérum) de cette 

expérience a montré une radioactivité de 750 % par rapport au contrôle (soit 7856 CPM / 100 

µg de protéines). 

Lors d'expériences réalisées sur des cellules de rat, des chercheurs ont montré que la 

LPC induisait des effets prolifératifs beaucoup plus prononcés (Chai et al., 1996). Pour tenter 

de mettre en évidence un effet plus prononcé de la LPC sur la prolifération des HA - VSMC, 

on a diminué la teneur en s·érum dans le milieu, en espérant ainsi obtenir une différence plus 

marquée entre les cellules contrôles incubées sans LPC et celles incubées en présence de LPC. 

On a donc travaillé avec du milieu F12-K à 0,2 % de sérum. Il nous a servi comme milieu de 

repos et comme milieu de dilution pour la LPC testée à des concentrations de 2,5, 5 et 10 µM 

(voir figure III.6.B). Ici, seule la concentration de 2,5 µM s'avère avoir un léger effet (par 

rapport au contrôle) sur l'augmentation de la radioactivité, qui s'élève à 121 %. La 

concentration de 5 µM elle, ne montre aucun effet significatif de la LPC. Par contre à 10 µM 

en LPC, on remarque que la radioactivité est quasiment tombée à zéro. Le contrôle positif 

nous a donné 14027 CPM / 100 µg de protéines, valeur représentant 715 % par rapport au 

contrôle. Nous ne sommes donc pas parvenus à améliorer les effets de la LPC par rapport à 

l'expérience précédente ; la diminution de la teneur en sérum n'a donc pas eu d'influence 

positive. Au contraire, elle augmente la cytotoxicité due à la LPC. 
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Figure III.7. : Effet de la LPC sur la prolifération des HA - VSMC, 
évaluée par incorporation de thymidine tritiée. 
A : Les cellules ont été mises au repos pendant 24 heures dans du milieu 
SmBM contenant 0,5 % de sérum puis incubées pendant 24 heures 
comme suit : contrôle : milieu SmBM + 0,5 % de sérum ; LPC : milieu 
SmBM + 0,5 % de sérum en présence de LPC 1, 5, 10 et 15 µM. 
B : Les cellules ont été mises au repos pendant 24 heures dans du milieu 
f 12-K contenant 0,5 % de sérum puis incubées pendant 24 heures 
comme suit: contrôle : milieu Fl2-K + 0,5 % de sérum ; LPC : milieu 
Fl2-K + 0,5 % de sérum en présence de LPC 2,5 µM. 
Les valeurs sont exprimées en CPM / 100 µg de protéines et 
correspondent à la moyenne de 3 puits ± 1 écart type. *P<0,05 contre 
contrôle. * *P<0,0 1 contre contrôle. 
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C'est pourquoi, par la suite, on a recommencé à utiliser le milieu F12-K à 0,5 % de 

sérum, tout en augmentant le temps de stimulation de 24 heures, toujours afin d'intensifier la 

prolifération cellulaire due à la LPC. Les cellules ont donc été mises au repos pendant 24 

heures dans du milieu F12-K à 0,5 % de sérum, puis elles ont été stimulées pendant 48 heures 

avec la LPC diluée à différentes concentrations (2,5, 5 et 10 µM) dans du milieu F12-K à 0,5 

% de sérum. Les résultats sont renseignés à la figure III.6.C. La concentration de 2,5 µM ne 
-

montre aucun effet, par contre les concentrations de 5 µM et 10 µM montrent une 

augmentation hautement significative par rapport au contrôle ( cellules non stimulées), 

correspondant respectivement à 140 et 153 %. Le contrôle positif lui a montré une 

augmentation de 791 % par rapport au contrôle, soit 33998 CPM / 100 µg de protéines de 

radioactivité mesurée. 

Dans une dernière expérience, nous avo~ayé de jouer sur une mise en repos plus • .,,... -­

longue. Pour cette expérience, on a réalisé une mise au repos de 48 heures et une incubation 

de 24 heures, et ce toujours dans du F12-K à 0,5 % de sérum que ce soit pour le milieu de 

repos ou pour le milieu servant à diluer la LPC (concentrations testées : 2,5, 5 et 10 µM). La 

figure III.6.D nous montre les résultats obtenus. On peut remarquer que pour la concentration 

de 2,5 µMon observe une augmentation de 112 % et que pour les concentrations de 5 et 10 

µM, on observe une augmentation hautement significative, respectivement de 161 et de 157 

% par rapport au contrôle. Il faut cependant rester très prudent par rapport aux résultats de ces 

deux dernières concentrations dans ces conditions, car on a montré au point 2.1.2. en suivant 

la biomasse, qu'elles engendraient une certaine toxicité vis à vis des cellules (voir tableau 

III.1). Cette augmentation apparente est probablement liée à la diminution des protéines. Le 

contrôle positif a montré une valeur de 18494 CPM / 100 µg de protéines, ce qui représente 

1000 % par rapport au contrôle. 

2.2.2.2. Les cellules_Ao.- _VSMC 

Nous avons voulu confirmer les effets pro - prolifératifs de la LPC sur la nouvelle 

lignée cellulaire. Les cellules Ao - VSMC ont été mises au repos pendant 24 heures avec le 

milieu SmBM à 0,5 % de sérum et ont ensuite été incubées à la LPC diluée à différentes 

concentrations (1, 5, 10 et 15 µM) dans le milieu SmBM à 0,5 % de sérum. La figure III .7.A 

nous prouve que les concentrations de 1 µM et 5 µM ne montrent aucun effet pro -

prolifératif, mais que la concentration de 10 µM, quant à elle, montre un effet significatif sur 

la prolifération des cellules, celle - ci étant évaluée à 121 % par rapport au contrôle. La LPC à 

15 µM montre que la radioactivité est presque tombée à zéro et prouve une fois de plus que 

cette concentration provoque des dégâts cellulaires importants. Le contrôle positif effectué 

lors de cette expérience à révélé une augmentation de 1607 %, ce qui représente 207214 CPM 

/ 100 µg de protéines. 



Cellules Conditions 2,SµM SµM lOµM lSµM 

Repos: 24 h 

HA-VSMC Stimulation : 24 h NT + - t 
Milieu: Fl2-K + 0,5 % S ( 179) 

Repos: 24 h 

HA-VSMC Stimulation : 24 h + - t NT 

Milieu: Fl2-K + 0,2 % S ( 121) 

Repos: 24 h 

HA-VSMC Stimulation : 48 h - + + NT 

Milieu: Fl2-K + 0,5 % S (140) (153) 

Repos : 48 h 

HA-VSMC Stimulation : 24 h + + + NT 

Milieu: Fl2-K + 0,5 % S ( 112) (16l)tt (157)tt 

Repos: 24 h 

Ao- VSMC Stimulation : 24 h - - + t 
Milieu : SmBM + 0,5 % S (121) 

Repos : 24 h 

Ao-VSMC Stimulation : 24 h NT + NT NT 

Milieu Fl2-K + 0,5 % S (156) 

Tableau III.2. : Résumé des résultats obtenus pour la prolifération cellulaire évaluée 
par incorporation de thymidine tritiée suivant le type cellulaire, les conditions 
expérimentales et les concentrations en LPC. 
+ : effet pro - prolifératif ; ( ) : pourcentage d'incorporation de thymidine tritiée 
par rapport au contrôle fixé à 100 % ; - : pas de différence par rapport au contrôle ; 
t : effet cytotoxique ; tt : conditions pour lesquelles un effet cytotoxique avait été 
observé par dosage de protéines (voir tableau III.1.) ; NT : non testé. 
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Lorsqu'on compare les valeurs de CPM / 100 µg de protéines dans les figures III.6.A 

et III. 7 .A, respectivement pour les cellules HA - VSMC contrôles ( 4062) et les cellules Ao -

VSMC contrôles (12903), on constate une différence majeure, qui suggère que le milieu 

SmBM, même en présence de faibles concentrations en sérum (0,5 %) est capable d'assurer 

des effets pro - prolifératifs trop importants. Ceci s'explique par le fait qu'il s'agit d'un milieu 

plus riche, ce qui permet d'ailleurs de réduire la concentration en sérum à 5 %. Comme les 

cellules Ao - VSMC sont désormais cultivées indéfiniment dans le milieu SmBM et le milieu 

F12-K, nous avons recommencé l'expérience dans le milieu F-12K (voir figure III.7.B.), avec 

mise au repos de 24 heures en présence de 0,5 % de sérum, suivi d'une incubation avec la 

LPC pendant 24 heures. Nous n'avons essayé que la LPC 5 µM, puisque cette concentration 

était celle qui donnait les meilleurs résultats pour les HA - VSMC. On remarque que la LPC 5 

µM provoque une augmentation hautement significative (par rapport au contrôle) de 

l'incorporation de thymidine tritiée (156 %). On trouve donc des résultats comparables à ceux 

obtenus par les HA - VSMC. 

2.2.3. Discussion 

En comparant les résultats obtenus pour toutes ces expériences d'incorporation de 

thymidine tritiée (voir tableau III.2.), on peut en tirer plusieurs conclusions. 

C'est pour la concentration en LPC 5 µM que les meilleurs résultats ont été obtenus 

pour les deux types cellulaires, à condition de travailler dans le milieu F12-K, le milieu 

SrnBM étant probablement trop riche, et pour une mise au repos préalable de 24 heures. Les 

effets obtenus dans l'expérience réalisée avec une mise au repos de 48 heures sont à 

considérer avec précaution puisque dans ces conditions, la LPC est cytotoxique à 5 et 10 µM 

(voir tableau III.2.). Enfin, si on compare les tableaux III.1. et III.2., on constate que la mesure 

d'incorporation à la thymidine tritiée est plus sensible pour déceler des effets pro - prolifératifs 

de la LPC. 

La LPC 5 µM semble donc bien favoriser l'entrée en phase S du cycle cellulaire, que 

ce soit pour les HA - VSMC ou les Ao - VSMC. Cet effet reste faible par rapport aux cellules 

cultivées dans le milieu F12-K + 10 % de sérum. 

En travaillant sur des CML de rat, Chen et al. (1995) ont montré que la LPC 

provoquait une augmentation de l'incorporation de thymidine tritiée. Cette augmentation 

commence à se faire sentir lorsque la concentration en LPC est de 5 µM . Cependant, les effets 

maximums observés se situent lorsque les concentrations étaient dans une gamme comprise 

entre 10 et 50 µM. Leurs résultats montrent une augmentation de l'ordre de 150 %, ce qui est 

fort comparable aux nôtres. 
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En utilisant des cellules de lapin, Chai et al. (1996) ont remarqué que la LPC 

produisait une forte augmentation de l'incorporation en thymidine tritiée, de l'ordre de 400 % 

par rapport au contrôle pour la LPC 10 µM, et environ 800 % pour la LPC 15 µM. Les effets 

sont donc beaucoup plus nets. Signalons cependant que ces auteurs ont effectué leurs 

expériences en réalisant une période de repos de 48 heures, ce qui n'est pas recommandé pour 

nos deux modèles de cellules. La mise en repos était réalisée dans du milieu DMEM/F12-K 

en présence de 0,25 % de sérum, alors que nous avons travaillé avec du milieu F1 2-K + 0,5 % 

de sérum. Il semblerait que ces cellules (lapin) soient plus résistantes que les nôtres 

(humaines). 

Par ailleurs, Stiko et al. ont travaillé sur des CML provenant de veines humaines et on 

démontré que, contrairement aux autres lysophospholipides, la LPC 10 µM montrait une 

augmentation de l'ordre de 160 %, ce qui est comparable à nos résultats. 



Cycline D 1 --

Figure III.8. : Effet de la LPC et du PDGF sur l'expression de la cycline Dl, 
analysée par western blot. Après une mise au repos de 24 heures dans le milieu F 12-
K + 0,5 % de sérum, les cellules HA - VSMC sont stimulées pendant 9 heures 
comme suit : contrôle : milieu Fl2-K + 0,5 % de sérum; LPC : milieu Fl2-K + 0,5 
% de sérum en présence de LPC lOµM; PDGF: milieu Fl2-K + 0,5 % de sérum en 
présence de 40 ng /ml de PDGF. La quantité de protéines déposée est de 40 µg pour 
chaque piste. 
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Figure III.9 . : Effet de la LPC et du PDGF sur l'expression de la cycline Dl. Les résultats 
correspondent à l'analyse de la figure III.8 . par le système Visage 11 O. Les valeurs sont 
exprimées en pourcentage relatif par rapport au contrôle fixé à 100 %. Chaque colonne 
représente la bande correspondant au traitement du gel de la figure III.8. 
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2.3. Effet de la LPC sur la production de cycline Dl 

Comme nous l'avons signalé dans l'introduction (point 3.6.), la cycline D 1 active les 

cdk 4 et 6 qui interviennent pendant la phase G1 du cycle cellulaire. Les complexes 

cdk/cycline Dl actifs phosphorylent la protéine Rb libérant le facteur de transcription E2F/DP 

qui peut alors induire l'expression de gènes nécessaires à la synthèse d'ADN. Dans cette 

partie, nous allons confirmer l'effet prolifératif dû à la LPC. Pour y arriver, on s'est proposé de 

réaliser un western blot consistant à détecter une protéine intervenant dans le cycle cellulaire : 

la cycline Dl. Il semble normal de la trouver en plus grande quantité dans des cellules mises 

en repos puis stimulées à se diviser. Comme nous l'avons montré au point 2.2. , les cellules 

proliféraient plus en présence de LPC 10 µM. Nous avons donc décidé de suivre l'expression 

de la cycline D 1 dans des cellules incubées en présence de LPC à cette même concentration. 

2.3.1. Les cellules HA - VSMC 

On a donc réalisé cette expérience sur des cellules HA - VSMC ensemencées dans du 

milieu F12-K à 10 % de sérum+ compléments. Pour commencer, les cellules sont mises au 

repos pendant 24 heures dans du milieu Fl2-K contenant 0,5 % de sérum. Elles sont ensuite 

incubées pendant 9 heures avec la LPC 10 µM diluée dans du milieu F12-K à 0,5 % de sérum. 

On a également effectué une incubation de 9 heures avec du milieu F12-K à 0,5 % de sérum, 

constituant notre contrôle négatif, ainsi qu'une incubation avec du PDGF dilué à une 

concentration finale de 40 ng / ml dans du milieu F12-K à 0,5 % de sérum, représentant notre 

contrôle positif. Les résultats de ce gel sont représentés à la figure III.8. On a également 

réalisé une analyse quantitative de ce gel (voir point 5.3. des Matériels et Méthodes) pour 

pouvoir comparer les niveaux d'expression de la cycline Dl selon les traitement. Les résultats 

de cette quantification sont représentés à la figure III.9. et montrent qu'il y aurait une légère 

augmentation de l'expression de la cycline D 1 suite à la stimulation de la LPC. Cet effet est de 

122 % par rapport au contrôle, ce qui est fort comparable au résultats obtenus au point 2.2.1. 

En ce qui concerne l'activation par le PDGF, on a un effet de 217 % confirmant que cette 

molécule a bien un effet pour réintroduire les cellules dans le cycle cellulaire. 

2.3.2. Discussion 

Cette expérience n'a été réalisée qu'une seule fois . il faudrait donc la répéter pour 

confirmer l'éventuel effet de la LPC. Nous n'avons pas non plus trouvé de données dans la 

littérature concernant l'effet éventuel de la LPC sur l'expression de la cycline D 1. 
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Figure III.1 O. : Effet de la LPC et du PDGF sur l'activation de la voie des 
MAPK, analysée par western blot. 
Après une mise au repos de 24 heures dans le milieu F12-K + 0,5 % de sérum, 
les cellules HA - VSMC sont stimulées comme suit: contrôle : milieu F12-K + 
0,5 % de sérum ; LPC : milieu Fl2-K + 0,5 % de sérum en présence de LPC 
lOµM ; PDGF : milieu F12-K + 0,5 % de sérum en présence de 40 ng / ml de 
PDGF, pendant les temps indiqués. La quantité de protéines déposée est de 10 
µg pour chaque piste. 
A : Activation de la p42MAPK_ 
B : Activation de la JNK. 
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2.4. Effet de la LPC sur l' activition de la voie des MAP kinases 

Les MAPK sont des sérine / thréonine kinases de 38 à 54 kDa, qui initient diverses 

réponses cellulaires comme la prolifération, la différenciation ou la réponse à certains stress. 

Par ces expériences, on a tenté de mettre en évidence l'impact de la LPC sur l'activation de 

deux voies de MAP kinases. On s'est préoccupé de savoir si la ou les cascade(s) des p42MAPK 

et JNK, décrites au point 3.4. de la partie Introduction, interviennent sur la prolifération des 

cellules musculaires lisses induite par la LPC. Afin de voir les activations éventuelles de la 

part de la LPC sur ces cascades, nous avons utilisé la méthode du western blot (voir point 5. 

des Matériels et Méthodes). 

2.4.1. Les cellules HA - VSMC 

On a effectué ce premier test sur les HA - VSMC. Tout d'abord les cellules sont 

repiquées à confluence dans des T 25 avec du milieu riche en sérum. Après avoir adhérées sur 

le fond des boîtes, les cellules sont mises au repos dans du milieu F12-K à 0,5 % de sérum 

pendant 24 heures. La concentration en LPC choisie était de 10 µM puisqu'on a montré dans 

les expériences précédentes que cette concentration donnait généralement de bons résultats. 

Pour permettre un suivi correct de la manipulation, on a également réalisé des contrôles 

négatifs (absence de LPC) ainsi que des stimulations au PDGF correspondant aux contrôles 

positifs. Les stimulations à la LPC consistaient à incuber les cellules avec de la LPC diluée 

dans du milieu F12-K à 0,5 % de sérum. En ce qui concerne le contrôle positifs, on a stimulé 

les cellules avec du milieu Fl2-K à 0,5 % de sérum dans lequel le PDGF était dilué à une 

concentration finale de 40 ng / ml. Les temps d'incubation choisis sont de 10 minutes, 30 

minutes, 1 heure et 2 heures. 

Dans un premier temps, on a effectué un test permettant de déceler l'activation 

éventuelle de la p42MAPK_ Lorsque cette protéine est activée, elle est phosphorylée sur les 

résidus thréonine et tyrosine du motif -TEY- (voit point 3.4.1. de !'Introduction). 

Pratiquement, sur la photographie du gel, on doit observer un "shift" de la part de cette 

protéine, qui se marque par l'apparition d'une bande supplémentaire (notée p42-P) retardée par 

rapport à la bande correspondant à la p42MAPK non phosphorylée (notée p42). Plus l'intensité 

de la bande retardée est importante, plus la protéine est active. 

Les résultats obtenus sont représentés à le figure III .1 0.A. En ce qui concerne les 

contrôles, on constate que la bande retardée correspondant à p42-P est très peu marquée pour 

les temps d'incubation d'l heure et de 2 heures alors que le temps d'incubation de 30 minutes 

laisse apparaître une légère phosphorylation de la p42MAPK _ Cette dernière piste présente 



Résultats et discussions III14 

toutefois une surcharge en protéines, ce qui rend les comparaisons plus malaisées. En ce qui 

concerne les contrôles positifs, la bande retardée correspondant à la p42-P est présente, bien 

qu'elle ne soit pas majoritaire et tend à disparaître après 2 heures. 

En ce qui concerne les cellules incubées à la LPC, on observe clairement une 

activation de la p42MAPK, même si le blot présenté dans la figure III.1 0.A. présente des 

imperfections. L'expérience aurait dû être répétée, mais des problèmes de contamination ne 

l'ont pas permis. Il est clair qu'il faut rester prudent. On peut cependant dégager un certain 

nombre d'observations : après 10 minutes de stimulation à la LPC, on voit nettement que la 

bande correspondant à la p42-P est majoritaire. Certes, il manque le contrôle négatif 

correspondant, mais les effets de la LPC sont supérieurs par rapport à ceux obtenus avec le 

PDGF après 10 minutes; de même, pour les temps plus longs, la bande retardée est toujours 

présente, même si elle tend à diminuer au cours du temps. Pour la piste correspondant au 

temps de 2 heures, il y a de nouveau surcharge de protéines, ce qui limite les comparaisons, 

mais on observe toujours une bande retardée, bien présente dans les cellules incubées à la 

LPC. 

Nous sommes ensuite passés à l'étude de la cascade des JNK. Nous avons conservé la 

même membrane que celle utilisée pour les p42MAPK, mais nous avons procédé à une 

désorption permettant d'éliminer les anticorps fixés lors de l'expérience précédente. Par après, 

la membrane a été incubée avec des anticorps permettant de reconnaître la JNK active ; c'est à 

dire phosphorylée sur les résidus thréonine et tyrosine de son motif -TGY- (voir point 3.4. de 

!'Introduction). Pratiquement, sur la photographie du gel, l'apparition d'une bande signifie qu'il 

y a une phosphorylation. 

Les résultats sont représentés à la figure III.1 0.B. On peut remarquer que les contrôles 

négatifs montrent une réponse étonnante puisque la bande, absente après 30 minutes, 

augmente au cours du temps. En ce qui concerne les incubations au PDGF, on remarque pour 

les temps de 10 et 30 minutes, une forte activation de la JNK. Mais il s'agit d'une réponse 

transitoire, puisqu'elle s'estompe au cours du temps. Les incubations à la LPC ont également 

donné des résultats étonnants. On remarque, comme pour le PDGF, que la LPC pour les 

temps de 10 et 30 minutes, active fortement la JNK. Malgré une diminution de la bande au 

cours du temps, on s'aperçoit que pour des temps plus longs d'incubation, elle reste toujours 

présente. 
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2.4.2. Discussion 

Les résultats obtenus sur l'activation des MAPK par la LPC proviennent d'une seule 

expérience réalisée sur les HA - VSMC. L'expérience doit donc être recommencée, et ce sur 

les 2 modèles de CML. En outre, l'expérience présente également un certain nombre de 

problèmes : surcharge de certains puits, absence de contrôle négatif à 10 minutes, problèmes 

de contamination qui ont empêché de la répéter, .. . Nous restons donc prudents sur 

l'interprétation des résultats. Cette expérience unique semble cependant suggérer que la LPC 

active bien la p42MAPK, cette activation étant assez stable, puisque la bande phosphorylée est 

toujours bien présente après 2 heures. L'activation semble même supérieure à celle induite par 

le PDGF, mais on peut se demander s'il n'y a pas eu un problème avec la préparation du 

PDGF utilisé. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Yamakawa et al. (1997) sur les 

CML de rat. Dans leurs travaux, ils ont montré que les temps d'incubation allant de 5 à 30 

minutes donnaient les meilleurs réponses, avec un pic à 10 minutes. Ils ont également montré 

que ce sont les concentrations dépassant les 10 µM (12,5 et 25) qui produisaient l'activation la 

plus forte de la p42MAPK_ L'activation de la p42MAPK étant observée par western blot, mais 

également par drop de l'activité kinase, celle - ci augmentant d'un facteur 5, dans les 

meilleures conditions. 

Quant aux résultats obtenus pour la JNK, il semble bien que la LPC active également 

cette MAPK, ce qui à notre connaissance n'a pas encore été décrit dans la littérature. Il nous 
• 

faudra cependant confirmer les résultats surprenants obtenus pour les cellules contrôles. 
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Figure III.11 . : Effet de la LPC sur la concentration en calcium 
intracellulaire des cellules HA - VSMC, avant (trait plein) et après 
(trait discontinu) stimulation à la LPC. 
Les cellules sont incubées en présence de LPC 5 µM . 
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2.5. Implication du calcium lors de stimulation à la LPC 

Nous avons également voulu vérifier sur les 2 modèles de CML, si la LPC était 

capable d'augmenter le calcium intracellulaire. La méthode utilisée pour déceler une 

éventuelle augmentation du calcium intracellulaire est reprise au point 6. des Matériels et 

Méthodes. Afin de mesurer la concentration en calcium intracellulaire, nous avons utilisé la 

formule établie par Grynkiewicz et al. (1985), détaillée au point 6.2. des Matériels et 

Méthodes. 

Pour ces expériences, on a réalisé plusieurs tests avec des concentrations en LPC de 5, 

10 et 20 µM. Les raisons du choix de ces concentration sont relativement faciles à expliquer. 

En ce qui concerne les concentrations de 5 et 10 µM, on a montré, dans les nombreuses 

expériences réalisées auparavant, que ces deux concentrations induisaient la plupart du temps 

les meilleures réponses de la part des cellules. D'autre part, l'utilisation de 20 µM permet de 

voir si l'augmentation de calcium intracellulaire est proportionnelle à l'augmentation de la 

concentration en LPC. Rappelons cependant que la LPC à 20 µM commence à devenir 

toxique après 1 heure (voir point 2.1.1.2.). Pour le dosage de calcium, les cellules ne sont en 

contact avec la LPC que pendant 10 minutes au maximum. 

2.5.1. Les cellules HA - VSMC 

Pour ce premier modèle cellulaire, nous avons incubé les cellules avec de la LPC 5, 10 

et 20 µM, pendant maximum 10 minutes. Seule la LPC 5 µM a donné des résultats. Les 

résultats de cette expérience sont représentés à la figure III .11. On s'aperçoit que dans les 

cellules contrôles (trait plein), la concentration est légèrement supérieure à 100 nmoles / l, et 

que suite à une stimulation à la LPC 5 µM (trait discontinu), cette concentration atteint plus 

de 150 nmoles / 1 après environ deux minutes. 

2.5.2. Les cellules Ao - VSMC 

Une première expérience à été réalisée en incubant les cellules avec la LPC à une 

concentration finale de 5 µM. Les résultats de cette expérience sont représentés à la figure 

III.12.A. On peut remarquer que la concentration en calcium dans les cellules non stimulées 

(trait plein) varie peu et qu'elle se situe en dessous de 100 nmoles / l. Une fois la LPC ajoutée 

(trait discontinu), on s'aperçoit que la concentration en calcium augmente assez rapidement 

dès la première minute et qu'elle arrive à une concentration maximale de l'ordre de 160 

nmoles / l pour ensuite redescendre sous la barre des 150 nmoles / l. 
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Figure III.12. : Effet de la LPC sur la concentration en calcium 
intracellulaire des cellules Ao - VSMC, avant (trait plein) et après 
(trait discontinu) stimulation à la LPC. 
Les cellules sont incubées en présence de LPC 5 µM (A), 10 µM (B) 
et 20 µM (C). 
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Cette expérience a été ensuite répétée en incubant les cellules avec une concentration 

finale en LPC de 10 µM (voir figure 111.12.B). De nouveau, on voit que la concentration de 

départ en calcium se situe sous la barre des 100 nmoles / 1 (trait plein), et qu'après stimulation 

à la LPC (trait discontinu), cette concentration augmente progressivement pour atteindre 

quasiment les 150 nmoles / l. 

Pour terminer, on a effectué une troisième incubation avec une concentration finale en 

LPC de 20 µM (voir figure 111.12.C). Le niveau de base de la concentration en calcium est 

toujours situé entre 50 et 100 nmoles / 1 (trait plein) et l'incubation en présence de LPC (trait 

discontinu) indique une augmentation lente de la concentration en calcium qui dépasse 

néanmoins les 100 nmoles / 1 à la deuxième minute suivant l'ajout de la LPC. 

2.5.3. Discussion 

On a réussi à montrer dans ces expériences que la LPC était capable à court terme 

d'activer le relargage de calcium dans le cytosol. La stimulation à 5 µM de LPC à provoqué 

une augmentation rapide de la concentration en calcium intracellulaire initiale. De même, 

pour la stimulation à 10 µM en LPC, on voit toujours une augmentation de la concentration en 

calcium intracellulaire, même si celle - ci est moins nette que la précédente. En ce qui 

concerne la stimulation de 20 µM, on aperçoit également une augmentation de la 

concentration en calcium intracellulaire qui a l'air de s'éteindre moins rapidement. 

Parallèlement, Stoll et Spector (1993) ont travaillé sur des CML de porc et ont 

démontré que des concentrations comprises entre 0,5 et 50 µM provoquaient l'augmentation 

de la concentration en calcium intracellulaire et que les réponses étaient d'autant plus fortes 

que les concentrations en LPC étaient grandes. De notre coté, nous n'observons pas clairement 

d'effet dose dépendant. En fait, la plus forte (entre 150 et 200 nmoles / 1) est obtenue par les 

cellules incubées avec la LPC 5 µM, et ce dans les deux modèles. 

Chen et al. (1995) ont également montré que sur des CML de rat, la LPC provoquait 

l'augmentation du calcium intracellulaire lorsque les cellules se trouvent en présence de 

calcium extracellulaire. Les taux de base en Ca2
+ partent de 100 nmoles / l et atteignent 300 

nmoles / 1 pour les cellules incubées en présence de LPC 5 µM, et 450 nmoles / 1 pour les 

cellules incubées en présence de LPC 10 µM. 
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Figure III.13. : Effet de l ' IL-1 et de la LPC sur la libération de l'acide arachidonique tritié 
par les cellules HA - VSMC. Après avoir incorporé l'acide arachidonique pendant 18 
heures en présence de milieu F12-K + 0,5 % de sérum, les cellules sont incubées comme 
suit: contrôle: milieu F12-K + 0,5 % de sérum; IL-1 à 10 ng / ml dilué dans du milieu 
F12-K + 0,5 % de sérum; LPC: milieu Fl2-K + 0,5 % de sérum en présence de LPC 10 
µM. Les temps d' incubation sont de 1/2, 1, 3 et 6 heures . 
A : Les valeurs indiquent le pourcentage de radioactivité relarguée par rapport à la 
radioactivité incorporée en fonction du temps. 
B : Les valeurs indiquent le pourcentage relatif par rapport au contrôle fixé à 100 %. 
Les valeurs proviennent d'une seul expérience avec pour chaque test, deux réplicats. 
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2.6. Effet de la LPC sur le métabolisme de l'acide arachidonigue 

Après avoir é~udié les effets pro - prolifératifs de la LPC sur les cellules musculaires 

lisses, nous nous sommes intéressés à une autre facette du métabolisme cellulaire: le 

métabolisme de l'acide arachidonique. En effet, celui - ci est souvent profondément modifié 

dans les cellules activées et les dérivés de l'acide arachidonique, les prostaglandines et les 

leukotriènes en particulier, sont reconnus pour moduler les processus de prolifération 

cellulaire. En outre, une des PLA2 généralement impliquée dans les cellules activées, est la 

cPLA2, qui est activée à la fois par le calcium et par la p42MAPK_ 

Nous avons donc testé l'impact de la LPC sur l'activation des phospholipases A2, 

enzymes libérant l'acide arachidonique à partir des phospholipides membranaires. Pour ce 

faire, on a utilisé une méthode de libération de l'acide arachidonique radioactif et de ses 

dérivés, par des cellules l'ayant préalablement incorporé (voir point 7. des Matériels et 

Méthodes). Ce test permet donc une mesure indirecte de l'activité globale des PLA2. Lors de 

ces expériences, nous avons effectué des stimulations à l'IL-113 qui nous ont servi de contrôles 

positifs ; cette interleukine est en effet connue pour stimuler efficacement le métabolisme de 

l'acide arachidonique. Pour repérer un rôle éventuel du calcium vis à vis de certaines 

phospholipases A2 ( comme celles du groupe II ou IV calcium - dépendantes), on a réalisé des 

stimulations avec du milieu auquel on a ajouté du BAPTA-AM (5 µM final) et de l'EGTA (1 

mM final) qui sont de puissants chélateurs du calcium. 

2.6.1. Les cellules HA - VSMC 

On a tout d'abord stimulé les cellules avec du milieu seul (sans BAPTA-AM et sans 

EGTA) avec une concentration en LPC de 10 µM, diluée dans du milieu F12-K à 0,5 % de 

sérum pour différents temps (1/2, 1, 3 et 6 heures). Pour les contrôles, les cellules ont été 

incubées en présence de milieu F12-K à 0,5 % de sérum, tandis que pour les contrôles 

positifs, les cellules ont été stimulées avec de l'IL-1 diluée dans le milieu Fl2-K à 0,5 % de 

sérum à une concentration finale de 10 ng / ml. Les résultats de cette expérience sont donnés à 

la figure III.13 .A. Le premier graphique indique le pourcentage de radioactivité relarguée 

dans le milieu suivant le temps de stimulation (voir point 7.2. des Matériels et Méthodes) On 

peut remarquer que pour les temps de stimulation de 30 minutes et de 1 heure, ni la LPC, ni 

l'IL-1 n'ont montré une réponse significative. A 3 heures, l'effet reste peu marqué et pour l'IL-

1 et pour la LPC. Après 6 heures de stimulation, par contre, on remarque des effets 

significatifs : l'IL-1 montre une augmentation de 6 % et la LPC une augmentation de 3 ,5 % 

(toujours par rapport au contrôle). Dans la figure IIl.13 .B, les mêmes résultats sont exprimés 

par rapport au contrôle fixé à 100 %. 
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Figure III.14. : Effet de l 'IL-1 , de la LPC et des chélateurs du calcium sur la libération de 
l'acide arachidonique tritié par les cellules HA - VSMC. Après avoir incorporé l'acide . 
arachidonique pendant 18 heures en présence de milieu F 12-K + 0,5 % de sérum, les cellules 
sont incubées pendant 6 heures en présence ou non de chélateurs du calcium (BAPTA-AM 
5µM ; EGTA lmM) comme suit: contrôle : milieu F12-K + 0,5 % de sérum ; IL-1 à 10 ng / 
ml dilué dans du milieu F12-K + 0,5 % de sérum; LPC : milieu F12-K + 0,5 % de sérum en 
présence de LPC 2,5 et 5 µM. 
Les valeurs indiquent le pourcentage de radioactivité relarguée ± l'écart type d'une seule 
expérience avec pour chaque test, trois réplicats. **P<0,01 contre contrôle. UP<0,01 contre 
IL-1 . 
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Etant donné que les meilleurs résultats ont été obtenus avec des stimulations de 6 

heures, on s'est proposé de réaliser ce test avec des concentrations en LPC plus faibles (2,5 et 

5 µM), diluées dans du milieu F 12-K à 0,5 % de sérum et d'utiliser ces mêmes concentrations 

diluées dans du milieu F12-K à 0,5 % de sérum contenant du BAPTA-AM (5 µM) et de 

l'EGT A ( 1 mM). Les résultats sont repris à la figure III.14. Deux choses importantes sont à 

observer: 

- la première est l'effet des différents tests par rapport au contrôle. On peut voir que dans le 

milieu sans chélateur, l'IL-1 montre toujours une augmentation très importante du 

pourcentage de radioactivité relarguée (environ 12 %) mais que les concentrations en LPC 

testées n'ont montré quant à elles aucun effet. 

- la deuxième est de constater effectivement l'action du BAPT A-AM et l'EGTA lors de la 

stimulation des cellules. Avec l'IL-1, on remarque une réponse beaucoup plus faible en 

présence des chélateurs, ceci suggère que le calcium jouerait un rôle important dans la 

réponse cellulaire provoquée par cette molécule et donc l'intervention de PLA2 dépendantes 

de calcium. Par contre, au niveau des stimulations à la LPC, étant donné qu'aucune 

libération d'acide arachidonique ou de ses dérivés n'a été détectée, on n'a pas pu vérifier 

l'implication du calcium intracellulaire. Malheureusement, avec la LPC 10 µM, les 

expériences en présence de chélateurs avaient été programmées, mais annulées pour causes 

de contaminations. 

2.6.2. Les cellules Ao - VSMC 

Le même genre d'approche a été effectuée sur les Ao - VSMC dans le milieu F-12K. 

En premier lieu, on a regardé l'effet de la LPC à 10 µM diluée dans du milieu F12-K à 0,5 % 

de sérum à plusieurs temps de stimulation (1/2, 1, 3, 6 et 24 heures). Les contrôles 

représentent des incubations avec du milieu f 12-K à 0,5 % de sérum et les contrôles positifs à 

des stimulations à l'IL-1 (10 ng / ml) diluée dans le même milieu. Les résultats sont 

représentés à la figure III.15.A. On peut voir que pour les incubations de 30 minutes et de 1 

heure, la radioactivité relarguée dans le milieu est très faible pour les trois conditions. A 3 

heures, on remarque que la réponse produite par la LPC est supérieure d'environ 3 % par 

rapport aux contrôles et que celle produite par l'IL-1 est supérieure d'environ 4 % par rapport 

au contrôle. Pour l'incubation de 6 heures, on s'aperçoit que la LPC a provoqué une 

augmentation d'environ 6 % par rapport au contrôle et que l'IL-1 a provoqué une 

augmentation d'environ 8 % par rapport au contrôle. L'incubation de 24 heures a quant à elles 

révélé une augmentation de 6 % pour la stimulation à la LPC et une augmentation de 12 % 

pour la stimulation à l'IL-1 (toujours par rapport au contrôle). Dans la figure 111.15 .B, nous 

avons repris les valeurs en pourcentage par rapport au contrôle fixé à 100 %. On peut 

remarquer qu'on a un effet à 30 minutes qui se maintient relativement bien à 1 heure. On 
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Figure III.15. : Effet de l'IL-1 et de la LPC sur la libération de l'acide arachidonique tritié 
par les cellules Ao - VSMC. Après avoir incorporé l'acide arachidonique pendant 18 heures 
en présence de milieu SmBM + 0,5 % de sérum, les cellules sont incubées comme suit : 
contrôle : milieu SmBM + 0,5 % de sérum ; IL-1 à 10 ng / ml dilué dans du milieu SmBM + 
0,5. % de sérum ; LPC : milieu SmBM + 0,5 % de sérum en présence de LPC 10 µM . 
Les temps d'incubation sont de 1/2, 1, 3, 6 et 24 heures. 
A : Les valeurs indiquent le pourcentage de radioactivité relarguée par rapport à la 
radioactivité incorporée en fonction du temps. 
B : Les valeurs indiquent le pourcentage relatif par rapport au contrôle fixé à 100 %. 
Les valeurs proviennent d'une seul expérience avec pour chaque test, deux réplicats. 
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observe ensuite une augmentation après 3 et 6 heures et retombe finalement après 24 heures. 

On peut aussi voir que l'effet dû à la LPC se situe pratiquement au même niveau que l'effet dû 

à l'IL-1. 

Vu que le temps de 6 heures semblait donner de bons résultats, on a réalisé des 

incubations de 6 heures avec la LPC à de plus faibles concentrations en présence ou non de 

BAPTA-AM (5 µM) et d'EGTA (1 mM), pour les mêmes raisons que celles données pour les 

HA - VSMC (voir point 2.6.1.). Les résultats sont repris à la figure III.16. et montrent de 

nouveau que dans le milieu sans èhélateur, l'IL-1 induit un relargage de radioactivité, qui est 

fortement inhibé par les chélateurs du calcium et que la LPC n'en fournit aucune. Comme 

pour les HA - VSMC, on peut dire que l'IL-1 provoque une réponse cellulaire qui est d'autant 

plus forte que le calcium est disponible. Par contre les 2 concentrations en LPC testées 

n'induisent pas d'augmentation du relargage de radioactivité. Les chélateurs du calcium n'ont 

pas été testés en présence de LPC 10 µM, pour les raisons déjà évoquées précédemment. 

Cette dernière expérience à été également réalisée sur des Ao - VSMC avec du milieu 

SmBM à 0,5 % de sérum afin d'observer si le milieu pouvait jouer un rôle sur les réponses 

cellulaires. Les résultats (non montrés) se sont révélés être comparables à ceux obtenus ci -

dessus. 

2.6.3. Discussion 

Nous constatons donc que la LPC 10 µM augmente le relargage de radioactivité 

associée à l'acide arachidonique, ce qui indique une augmentation globale de l'activité des 

PLA2. Cet effet est manifeste après 6 heures de stimulation, pour les deux modèles de 

cellules, même s'il est légèrement inférieur aux effets de l'IL-1. 

Wong et al. (1998) ont montré que contrairement aux autres lysophospholipides, la 

LPC provoquait le relargage d'acide arachidonique sur des cellules endothéliales humaines. 

Plus récemment, Honda et al. (1999), ont testé les effets de mm-LDL (LDL faiblement 

modifiées) sur des cellules endothéliales d'aorte humaine. Ils observent qu'après 4 heures, il y 

a bien augmentation du relargage de radioactivité, alors que les LDL natives n'ont pas d'effets. 

Ces auteurs n'ont pas testé la LPC. 

Une des perspectives les plus intéressantes de ce travail sera d'une part, d'identifier les 

PLA2 impliquées. Ce point sera discuté dans le dernier chapitre. D'autre part, il faudra 

également vérifier si une libération d'acide arachidonique, s'accompagne d'une production 

accrue d'eicosanoïdes. 



Q) 
•Q) 

5i 20 ,0 ... 
<1l 
ëii ... 
•Q) 15 ,0 -·;;: 
.:: 
(J 
<1l 
0 

10,0 "C 
<1l ... 
Q) 

"C 
Q) 5 ,0 
Cl 
~ 
C 
Q) 
(J ... 0 ,0 ::::, 
0 
a. Contrôle IL-1 LPC 2,5 µM LPC 5 µM 

!□ milieu sans chélateurs ■ milieu+ BAPTA-AM + EGTA j 

Figure III.16. : Effet de l 'IL-1 , de la LPC et des chélateurs du calcium sur la libération de 
l'acide arachidonique tritié par les celluJes Ao - VSMC. Après avoir incorporé l'acide 
arachidonique pendant 18 heures en présence de milieu SMBM + 0,5 % de sérum, les 
cellules sont incubées pendant 6 heures en présence ou non de chélateurs du calcium 
(BAPTA-AM 5µM; EGTA lrnM) comme suit : contrôle : milieu SMBM + 0,5 % de sérum 
; IL-1 à 10 ng / ml dilué dans du milieu SMBM + 0,5 % de sérum ; LPC: milieu SMBM + 
0,5 % de sérum en présence de LPC 2,5 et 5 µM. 
Les valeurs indiquent le pourcentage de radioactivité relarguée ± l'écart type d'une seule 
expérience avec pour chaque test, trois réplicats. * *P<0,0 1 contre contrôle. UP<0,0 1 contre 
IL-1 . 
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Comme nous l'avons déjà signalé, l'athérosclérose est une maladie affectant une 

grande partie de la population de pays industrialisés. Il semblerait que les cellules musculaires 

lisses, présentes dans la paroi des artères élastiques, seraient impliquées dans les phénomènes 

de l'athérogénèse et contribueraient à l'évolution de la maladie. 

Plusieurs auteurs traitant de ce sujet se sont tournés vers des modèles animaux (Chen 

et al. (1995) ; Chai et al. (1996) ; Stiko et al. (1996), ... ). Dans ce travail, nous avons voulu 

comparer les différents résultats de la littérature en nous focalisant sur l'étude de 2 lignées de 

cellules musculaires lisses (CML). 

C'est dans ce but que nous avons étudié dans un premier temps, l'éventuelle toxicité 

due à la LPC. Par la suite, il nous a semblé important de caractériser son effet pro - prolifératif 

sur nos deux modèles cellulaires, à la fois par mesure de la biomasse totale des protéines, par 

incorporation de thymidine tritiée et par augmentation de l'expression de cycline D 1. 

Nous avons donc constaté que la LPC provoquait généralement la prolifération des 

cellules dans une gamme de concentrations allant de 2,5 à 10 µM, au delà de laquelle la 

molécule provoque un effet toxique. En ce qui concerne l'expérience de la cycline D 1, les 

résultats obtenus semblent encourageants, toutefois il faudrait les valider et les confirmer sur 

l'autre modèle (Ao - VSMC). 

Etant donné que la LPC semble être une molécule bioactive, nous nous sommes 

demandé qu'elle était son influence sur l'activation des voies p42MAPK et JNK. 

Lors de ces expériences, nous avons constaté que la LPC provoquait la 

phosphorylation de la p42MAPK en l'activant. Comme ces résultats n'ont été observés que sur 

un modèle cellulaire (HA - VSMC), il faudrait pouvoir les vérifier sur le deuxième modèle 

(Ao - VSMC). D'autre part, il a été mis en évidence que quand la MAPK est activée, elle subit 

une translocation vers le noyau. L'étude de cette translocation pourrait être observée par 

immunocytochirnie après stimulation des cellules à la LPC, grâce au microscope confocal. 

L'étude de la deuxième voie des MAPK (JNK), nous a révélé que les JNK des cellules 

stimulées à la LPC étaient activées. Ayant peu de référence à ce sujet, il nous faudra 

confinner ces résultats sur les deux types cellulaires. De plus, on pourrait compléter ce travail, 

en étudiant également la voie de la p40MAPK pour voir si elle est aussi impliquée lors 

d'incubations à la LPC. 
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Nous avons ensuite observé si la LPC influençait le calcium intracellulaire. En 

utilisant la sonde FURA-2 AM, nous avons déterminé que l'ajout de LPC provoquait bien une 

augmentation rapide de la concentration en calcium intracellulaire. Sur des CML de rat, Chen 

et al. (1995) ont démontré que cette augmentation en calcium était observée uniquement 

lorsque les cellules étaient incubées dans du milieu contenant du calcium. Cette expérience 

pourrait être reproduite sur nos cellules humaines, ce qui nous indiquerait la provenance du 

calcium présent dans le cytosol suite aux incubations en présence de LPC. L'utilisation de la 

sonde FLUO-3 nous permettrait dans l'avenir, par observation au microscope confocal, de 

préciser le pourcentage de cellules répondant à la LPC. 

Oishi et al. (1988) ont démontré que la LPC activait la PKC à des concentrations 

inférieures à 20 µM, alors que cette enzyme était inhibée à des concentrations en LPC 

supérieures à 30 µM. Nous voudrions également savoir, si les PKC sont impliquées dans la 

réponse proliférative induite par la LPC dans nos cellules ; en utilisant le PMA, un ester de 

phorbol, auquel sont sensibles les PKC ou l'inhibiteur des PKC dépendantes du calcium tel le 

GO6976. 

Nous avons montré, par la méthode de relargage de l'acide arachidonique radioactif, 

qu'il y aurait augmentation de l'activité PLA2 lorsque les cellules étaient incubées en présence 

de LPC. En priorité, il faudra tester le BAPTA, chélateur du calcium, pour vérifier si cette 

activité accrue de PLA2 est bien calcium-dépendante. Ensuite, il faudrait identifier les 

isoformes de PLA2 impliquées. Pour cela, nous pensons utiliser différents inhibiteurs de PLA2 

: l'AACOCF3 (inhibiteur de la cPLA2, et dans une moindre mesure de la iPLA2), l'OPC 

(inhibiteur de la sPLA2), l'HELSS (inhibiteur de la iPLA2) et éventuellement différentes 

combinaisons de ces inhibiteurs, ce qui nous permettrait d'avoir une idée un peu plus précise 

quant aux rôles de ces différentes enzymes. Ces expériences ont été effectuées au laboratoire 

sur des cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEC) en condition d'hypoxie 

et ont révélé l'activation de la cPLA2 et de la sPLA2. 

Etant donné que la radioactivité relarguée augmente clairement après 6 heures de 

traitement avec la LPC, on peut se demander si l'activité PLA2 résulte d'une activation 

biochimique et/ou d'une néosynthèse. Pour le vérifier, on envisage d'une part l'utilisation de la 

cycloheximide, inhibiteur bien connu de la traduction protéinique, et d'autre part la RT-PCR 

pour mesurer l'expression au niveau ARNm des différentes isoformes de la PLA2. Les 

conditions de RT-PCR ont déjà été mise au point sur loes HUVEC en condition d'hypoxie 

(Michiels et al., manuscrit en préparation). 
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Enfin, si la PLA2 s'avère être un acteur importants dans la réponse à la LPC, on 

pourrait également suivre sa translocation vers les membranes nucléaires, grâce à la 

microscopie confocale, phénomène généralement observé pour les cPLA2 activées dans la 

littérature. 

Une dernière perspective pour ce travail, toujours dans le cadre du métabolisme de 

l'acide arachidonique, consisterait à vérifier si l'acide arachidonique relargué suite à une 

stimulation à la LPC, est métabolisé en eicosanoïdes. Si cette métabolisation se confirmait, 

elle donnerait même plus de poids à la LPC, en tant que molécule contribuant à l'activation 

excessive des CML dans la paroi artérielle, dans un contexte pro - inflammatoire et en cas 

d'excès de LDL oxydées. 
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