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- LIPOPROTEINES ET APOLIPOPROTEIVES _CHEZ LA TRUITE ARC - EN—CIDL -

(Salmo Gardnierii)

Le r68le des lipides dans les structures cellulaires ou dans le
métabolisme édnergdtique et hormonal des animaux en fait un important
sujet d'étude. A cb6té des recherches sur le métabolisme cellulaire des
lipides ou des mécanismes de l'action hormonale de certaines classes
d'entre eux,les moyens par lesquels les lipides endogénes ou exogeénes
sont transférés d'un organe ou tissu & d'autres sont analysés en détail.
Dans le sang des mammiféres et des autres vertédbrés,a cdté des acides
gras libres transportés par l'albumine plasmatique,la plus grande grande
partie des lipides sont véhiculés par des complexes supramoléculaires,
1liés a des protéines spécifiques. L'étude de ces lipoprotéines chez
les mammiféres et chez 1l'homme permet de mieux comprendre le métabolisme
général des principaux lipides-essentiellement triglycérides,phospho-
lipides et cholestérol- depuis la synthése intestinale jusqu'a leur
dégradation ou leurs converéions dans les divers organes. D'un point
de vue clinique,la compréhension du fonctionnement des l;poprotéines
permet d'en controler l'influence dans certaines pathologies. La plus
importante est sans doute l'éthérosclérose,dont les 1ésions artérielles
et les complications qui en découlent semblent en relation étroite
avec le métabolisme des lipoprotéines et ses perturbations d'origine

. ou o
génétiquenutritionnelle.

Le choix de la truite comme matériel animal permet de completer
le travail de physiologie comparéde effectué en ce domaine,@HAPMAN et
al.(1)L et d'approfondir les mécanismes d'absorption,de transport et
stockage des lipides chez les poissons. Les différences ou les simi-
litudes de comportement nutritionnel constatés par rapport aux especes
domestiques plus traditionnelles permettront d'améliorer les techniques
d'alimentation de ces animaux dont on commence & envisager une exploi-
tation plus "intensive". A ce titre,le régime alimentaire de type

carnivore de la truite pose un probleme du fait d'une mauvaise adapta-

tion &4 l'assimilation des sucres-~amidon brut mais aussi glucose et




)
saccharose. Améliorer les performances de croissance passe donc proba-

blement par une augmentation de 1l'ingéré lipidique. Il est donc néces-

saire de mieux connaitre le métabolisme et le stockage des graisses

chez les poissons., Cela parait d'autant plus important que ce sont des

poecilothermes et dans la plupart des cas des ovipares,ayant de ce fait
de forts besoins lipidiques saisonniers. On peut aussi noter la présence
chez les Salmonidés d'affections athéromateuses par ailleurs saisonniéres
et reversibles,qui permettraient peut-&tre d'en savoir plus sur 1'!'induc-

tion des lésions et des facteurs qui v contribuent.

L'étude présente portera sur la caractérisation biochimique des
différentes classes de lipoprotéines chez la truite Arc—en—ciel,(Salmo—
Gardnierii)tant du point de wvue lipidique Que protéique—apoprotéines-.
Avant de presenter les travaux effectués,une courte mise au point sera
faite,d'une part sur la structure et le métabolisme des lipoprotéines,
d'autre part sur l'absorption et le transport des lipides chez les
poissohs.

()
Depuis leur mise en évidence par MACHEBOEUF,en 1929,1'analyse des

lipoprotéines s'est intensifide d'une part avec la mise au point de
techniques adaptées,comme dans les anndes 50 avec l'ultracentrifugation
et les techniques d'électrophorése et d'autre part avec la mise en .
évidence de leur intérét clinique impliquant les lipoprotéines dans
nombre d'anomalies pathologiques,hérdéditaires ou non,de la composition
plasmatique. Depuis,de tres noabreuses revues ont été publiédes sur la
pathologie(3 )(4) et sur la structure et le métabolisme normal des

lipoprotéines( 5 -~ 10)

L.a composition du plasma en lipoprotéines permet de définir dif-
férentes classes détermindes par un certain nombre de leur propriétés
physiques comme leur densité hydratée,déterminant leur coefficient de
flottation en ultracentrifugation,ou leurs positions de migration élec-
trophorétique(,m,Aﬁ,q’dans dtordre des mobilités décroissante%. Ces
classes sont essentiellement les mémes chez tous les vertédbrés.Les
brotéines spécifiques les constituant tirent leur nomenclature -

ALAUPOVIC,1971(11) - de cette propriété,les protéines majeures des par-

ticules de mobilité a (resp.p,Y ) étant les apoprotéines A(resp.B,C).
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Ultérieurement,d'autres composants furent nommés D et E sans lien

avec cette caractéristique.

Chez l'homme les principales classes ainsi définies sont les
chylomicrons,les VILDL, les IDL,les LDL et les HDL.(Voir Figure a.)
Certaines classes n'apparaissent que dans des conditions physiologiques
précises,comme les chylomicrons et leur dérivés dans la classe IDL,
appelés " Remnants", qui ne sont observés qu'aprés une prise alimentaire.
D'autre part, des analyses plus fines de composition et de filiations
métaboliques permettent de distinguer des sous-classes (LDL1, LDLo ;
HDLp, HDLg; VHDL). La Tableau A propose un résumé des compositions et
propriétés des lipoprotédines plasmatiques humaines,et le Tableau B la
composition protéique des différentes classes. On peut schématiquement
réduire les lipoprotéines,du point de vue fonctionmmel,en deux fractions
assez distinctes. D'une part les particules transportant les lipides,
avec les chylémicrons et les VLDL pour la majorité des triglycérides
et les LDL pour le cholestérol,essentiellement sous forme estdérifié.
D'autre part les particules transportant surtout des protédines - et des
phospholipides - que sont les HDL. Cette vue tres simplifide sera
enrichie un peu plus loin par l'éthe du métabolisme et des relations,

notamment de type précurseur - produit,entre ces différentes particules.

D'un point de vue structural,les lipoprotédines associent en leur
sein des constituants totalement hydrophobes - triglycérides,esters de
cholestérol - & des constituants mixtes possédant des poles hydrophiles—
phospholipides,cholestérol libre ou protéines. Un des rdles primordiaux
des lipoprotéines est justement de permettre le transport,en phase plag-
matique aqueuse,de ces constituants essentiellement hydrophobes. Des
méthodes diverses ont permis d'analyser de telles structures :Diffraction
des rayons X ou de neutrons,R.M.N. du proton ou du 31P,microcalorimétrie
et calorimétrie différentielle,hydrolyses enzymatiques et extractionsaVec
des solvants. La plupart des résultats confirment des modéles de micelles
simples stabilisés,avec des coeurs de particules occgpés par les cons-
tituants hydrophobes,la périphérie étant formdéde d'une monocouche

lamellaire des constituants amphiphiles - pole(s) hydrophile(s) vers

l'extérieur (9 ). Des modéles différents sont proposés pour les diverses
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classes et sont présentés en Figure b.

Bien que constituant des entités définies,les différentes lipo-
protédines ne sont pas indépendantes les unes des autres. Des conversions
et des échanges treés mombreuy ont lieu & partir des particules synthé-
tisdes par les deux sources principales que sont l'intestin,surtout dans
sa partie duodénojéjunale, et le foie. Les grands traits de ce métabolisme
sont résumés par la Figure c. On y voit l'origine des particules riches
en triglycérides: elles peuvent &tre d'origine hépatique ou intestinale
et transportent alors des triglycédrides endogénes (VLDL) ou d'origine
uniquement intestinale(chylomicrons sécrétés par les cellules absorptives
intestinales dans la lymphe et acheminés vers le sang par le canal tho-
racique, aprés quelques modifications de leur composition,notamment en
apoprotéines). Ces lipoprotéines riches en triglycérides (LRT)vont subir
dans le plasma des transformations qui les meéneront finalement & la classe
LDL - les stades intermédiaires étant ceux de "Remmnants" ou d'IDL. Le
mécanisme principal de ce processus est la perte par hydrolyse des tri-
glycérides du coeur de la particule.En effet, une enzyme de la paroi de
1'endothélium vasculaire,la lipoprotéine lipase(LPL) va libérer progres-
sivement les acides gras sous l'effet d'un cofacteur protéique transféré
des HDL vers les LRT: l'apo CII. La Figure d*illustre cette étape. Par
la suite,les LRT échangent avec les HDL d'autres constituants : perte de
cholestérol libre,de phospholipides et de protéines(essentiellement ApoC);
gain de choﬂestérol estérifié. Ce dernier est produit,au niveau des HDL,
par une réaction enzymatique utilisant la Lecithine-Cholestérol-acyl-
transférase plasmatique (LCAT) et une autre apoprotéine-~cofacteur: Apo AT
(Figure efﬂ Cela illustre bien le r8le de réserve de protéines fonction-
nelles jouéd par les HDL dans le métabolisme des lipoprotéines. Leur autre
r8le est d'assurer le flux de cholestérol (sous forme libre)des tissus
vers le foie ou il est catabolisé.Le transport inverse du cholestérol
(Foie ou intestin vers les tissus) est,lui assuré par les LDL,sous forme
de cholestérol estérifid.Il constitue donc l'apport de cholestérol aux
cellules périphériques ,old les LDL sont captées par des systémes diffé-

‘i ¥ i
rents,endocytose ou recepteurs specifiques(Figure f} Cette captation de

-%P%F sutvante
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LDL,donc de cholestérol exogene,abaisse le niveau de sa synthése endogéne

par la cellule et augmente son stockage ,GOLDSTEIN et al. (42).

Cet apercu sommaire montre qu'a cdté du rdle purement structural
(Apo B, Apo AT, Apo AII), certaines apoprotéines assurent des fonctions
essentielles dans le métabolisme lipidique (Apo CII dans la lipolyse
plasmatique; Apo AI dans la transestérification du cholestérol). Le
Tablegu C rassemble des données concernant les constituants polypepti-

diqueé des lipoprotéines.

Qutre la conmnaissance des hammiféres,notre sujet nécessite aussi
de dégager les grands traits de la nutrition et du métabolisme lipidique
chez les poissons.Nous parlerons donc rapidement des principaux acquis
concernant la digestion,l'absorption, le transport_et }e stockage des

lipides chez les poissons.(16-18). !

Les triglycérides représentant 70% des lipides,l'attention des
chercheurs s'est naturellement portéde sur la triglycéridase principale
du tractus digestif: la lipase pancréatique. Elle est étudide chez le
poisson par LEGER et al.,(19,20): son Km est plus faible que chez le
porc et pourrait compenser les effets des basses températures;ltion Cat™t
joue un réle important dans le déroulement de la lipolyse et on pense
avoir mis en évidence une activité colipase analogue & celle des mam-
mifeéres(21). Les spécificités d'attaque (principalement en position
1 et 3 du Glycérol) ou de nature de chaine sont étudiées,ainsi que-les
changements de structure et de propriétés de l'enzyme lors d'adaptations

thermiques différentes(énergies d'activation différentes).

Une fois les triglycérides hydrolysées,les acides gras et les
2-monoglycdrides sont absorbés par des entérocytes assez analogues a
ceux des mammiféres.Une des différences morphologiques (22) est la
présence,a cdté de particules assimilables 4 des lipoprotéines naissantes
(lipides en goutteletteS),d’accumulations lipidiques plus importantes
(1ipides étalés).Leur rdle reste a définir,mais semble 1ié & des méca-

nismes d'absorption légérement différents de ceux des mammiféres.ROBINSON

et MEAD(23) avaient méme cru conclure de leurs expédriences que la forme




principale d'absorption et de transfert au sang des triglycdédrides ali-
mentaires était celle des acides gras libres(voir portale).Des travaux
plus récents (24-26) semblent contredire ces conclusions et proposent
les triglycérides comme voie majeure d'exportation sous forme de VLDL
ou méme de Chylomicron. Ils sont déversés par l'entérocyte dans les
canaux lymphatiques ol ils rejoignent le sang. Une différence fondamen-—
tale avec les mammiféres est la cinétique de l'absorption et des synthéses
intestinales,beaucoup plus lente;l'état "post prandial'" est beaucoup
moins marqué et le taux de lipoprotéines riches en triglycérides varie
peu avec la prise alimentaire (il est d'ailleurs beaucoup plus variable
individuellement que chez les mammiferes et dépend,comme les autres

lipoprotéines,du cycle de reproduction).

Le transport des lipides sous formes de triglycédrides,d'origine
hépatique et intestinale,a été abordé par quelques chercheurs (27-29)
avec la méthodologie employée pour les lipoprotéines humaines. La con-
firmation de i'existence de classes analogues,mais peuplées différemment,
ou de constituants lipidiques et protéiques a premiere vue équivalents,

a incité certains & approfondir ce domaine. La premi&re &étape consiste
a bien déterminer les constituants des dtats "normaux" et les facteurs
de variation (FREMONT et al.(30) et données non publides) avant d'aborder
les spécificités des relations métaboliques entre lipoprotéines chez le

poisson.

Le stockage des lipides et les mécanismes de leur mobilisation
i

sont aussi encore mal connus. Les principaux organes que sont le foie,
le tissu adipeux mais aussi les muscles blancs et rouges -l'intestin?-
ont été analysés en relation avec certains états nutritionnels(31).
Le rble essentiel de certains acides gras (sérieus3 ,de l'acide lino-
lénique) est 1ié & la présence ou non de certaines désaturases gouver-—
nant la formation des polyinsaturés nécessaires & 1'intégrité des
membranes cellulaires,notamment aux températures assez basses oll sont

élevées les truites.

Une étude apprbfondie de ces différents volets du métabolisme lipi-
dique des poissons permettra sans doute de mieux comprendre ses particu-

larités et de fournir des outils mieux adaptés a 1'élevage rationnel de

ces especes aquatiques.
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MATERIEL ET METHODES -

ANTMAUX :Les analyses de sérum ont été effectudes sépardément a
partir de quatre animaux d'un méme lot ,nourris avec une alimentation
commerciale & environ 10% de lipides. Les truites utilisédes (Salmo-
Gardnierii) étaient des femelles de 2 & 3 ans,ﬁesant environ 1,5kg. Le
prélévement a été effectué début janvier, soit en fin de période de re-
production et avant le repos sexuel,par ponction au niveau de la veine
dorso-caudale sur les animaux anesthésids.

D'autres prélévement ont été effectuds sur des animaux
plus 4géds (o7; 3ans;3kg) mais & peu prés & la méme période du cycle de
reproduction. Le sérum a été utilisé pour préparer les apoprotéines. Du
tissu adipeux et du coeur ont été prélevés pour les études de Lipoprotéine
Lipase. _

PRODUITS:Les produits de haute pureté proviennent de

- EASTRAN KODAK poﬁr 1'Acrylamide,le NN'methylene-bisacrylamide

et le TEMED.

-~ SIGMA pour le T.M.U.,le 2-mercaptoéthanol,le sérum albumine

bovine,et la neurgqminidase.

- BOEHRINGER pour les enzymes des dosages de lipides.

- PHARMACTIA pour les ampholines (pharmalyte PH 4—6,5) et les

gels de filtration.

PREPARATTON DES LIPOPROTEINES;ULTRACENTRIFUGATION: Aprés obtention

du sérum par centrifugation du sang coagulé a température ambiante,on
ajoute un antibactérien (Azide de sodium 0,1%0) et de 1'EDTA (0,1%0).
L'isolement des lipoprotéines se fait par modification - GIRARD et col.,

non publié - de la technique de REDGRAVE (32).

Isolement des lipoprotdines totales: Le sérum de densité initiale d=1,015

est ajusté,avec du KBr, a la densité de 1,21.0n part de 4ml de sérum au
dessus desquels on dépose 2ml de solution de KBr & d=1,21 et qu'on cen-
trifuge 48h. & 45 000 Tours (Rotor BECKMAN & angle fixe 50 Ti et ultra-
centrifugeuse BECKMAN L 8.355)

Séparation des classes de lipoprotéines: Les lipoprotéines "totales" ainsi

obtenues 2ml de surnageant d<1,21- sont déposéds sous un gradlent discon-

tinu de KBr composé successivement de : 1ml de d= 1,210,2,5ml de d=1,063;
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2,5m1 de d=1,040;2,5ml1 de d=1,019;1ml de d=1,006 et 0,5ml d'eau. Apres
une centrifugation de 24h. & 45 000 Tours (BECKMAN SW 41/L8-55),les
lipoprotédines sont recueillies & partir du haut du tube par un collecteur
deugradients (ISCO). Le volume des fractions collectées est de 0,7ml et
la D.O. & 280mm est mesuréde en continu par une cellule relide a un
enregistreur (ISCO UA 5 "Absorbance Monitor"). Les dix sept fractions
ainsi obtenues sont stockées & 4°C pour analyses,leur densité ayant été
mesurée par mesures de resistivité rapportées & une gamme étalon de

solutions de KBr.

Préparation des apoprotéines: a des fins préparatives,des volumes plus

importants de sérum ont été fractionnés de fagon analogue en ultracen-
trifugation séquentielle: Lipoprotéines totales, d<«1,21; LDL + VLDL,
1,006 d<1,080; HDL,1,080 <«d<1,21.

DOSAGES: Ils sont effectués sur les 17 fractions;les résultats
sont eiprimés en mg de substance par 100ml de sérum:
a-protdines: elles sont dosées par la méthode de G.L.PETERSON (33).C'est
une modification de la méthode de LOWRY et al.(1951),(34), faisant inter-
venir une précipitation quantitative des protéines par un mélange D.0.C-
T.C.A. et une solubilisation-dénaturation de ces protéines en présence
de SDS. Elle permet un élargissement des conditions d'utilisation adaptde
au dosage des protéines membranaires.
Une autre méthode plus rapide est utilisée pour les déterminations cou-
rantes. Elle utilise la fixation quantitative d'un colorant sur les
protédines — BRADFORD M.(35)q Pour plus de précisions sur les principes

et les protocoles, se prapporter & l'annexe Al. Dans tous les cas 1l'étalon

utilisé est la BSA.
b-lipides plasmatiques: Cholestérol total, Cholestérol libre,Triglycérides

sont dosés enzymatiquement & l'aide de trousses BOEHRINGER.Pour les phos-—
pholipides on utilise le procédé Wako,monoréactif enzymatique. Les ré-

férences,principes et protocoles sont rassemblés en annexe A2.

DELIPIDATIONS:: Plusieurs techniques sont utilisées selon le cas:

~-Les petits échantillons ( 200ug de protéines,en solution aqueuse )
sont délipidés & deux reprises par 5 fois leur volume d'éther.

-A 1'échelle préparative (& partir de 5mg de protéines),la
délipidation se fait par précipitation & 1l'alcool 1-1 & 0°C
(BROWN et al.,(36).
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-~ Dans le cas des lipaprotédines légeres,on peut effectuer une
" délipidation par le TMU(KANE,(37)) qui précipite aussi sélec-
tivement l'apo B.

Pour plus de détails sur ces deux dernieéres techniques,se reporter a

1l'annexe A7,

FILTRATIONS SUR GEL:Elles sont effectudes sur colonnes de 950x25mm
remplies de Sephacryl S200(PHARMACIA). Le tampon d'dlution est un tampon
UREE-TRIS (6M-0,01M,+ EDTA 1M, filtré sur Blchner et charbon actif).Le

débit est environ de 10ml/heure.

ELECTROPHORESES :La migration des protdines en SDS~PAGE est faite

selon le cas dans deux systémes électrophorétiques mais toujours sur
gels cylindriques de 95x5,0mm:;

Pour les apoprotdines totales,l'analyse se fait sur gels a 12%
d'Acrylamide en tampon SDS phosphate & température ambiante-WEBER et
OSBORNE, (38)~La migration dure 14h. Une estimation semi-quantitative
des bandes protéiques aprés coloration est effectude par planimétrie
sur les profils d'absorption des gels & 550nm (Bleu de Coomasie).

Pour les apoprotéines de haut P.M. la séparation se fait soit
dansksystéme précédent avec des gels a 3%, soit en tampon SDS-TRIS
avec des gels mixtes & 3-4%,-LAEMMLI et FAVRE, (39)=

L'estimation des poids moléculaires: gréice a une gamme étalon(Sigma-
DALTON-MARK VI), ainsi que les détails des méthodes sont décrites en

annexe Al. Des renéeignements complets sont fournis par la référence(40).

ELECTROFOCALISATIONS :-Les I.E.F.analytiques sont effectudes selon

la méthode décrite par O'FARRELL, (41),sur gels cylindriques(130x2,5mm)
de polyacrylamide,avec une gamme de pH de 4 & 6,5. La lindarité du gra-
dient est vérifide au pH-métre apres découpage du gel.

-IL'I.E.F. préparative est réaliséde sur lits
d'Ultradex-LKB par une méthode adaptée d'aprés RADOLA,(42). Les protéines
ainsi isolédes ne sont pas purifiédes des ampholines avant leur essais
fonctionnels.

L'annexe A5 traite de ces méthode d'isoelectrofocalisation ainsi que

des traitements préalables (ex: IEF aprés fraitement & %aneuramnﬁdoge)

ANALYSES D'ACIDES AMINES:Les compositions totales ont été analysées

par P.et D.ROBIN(C.R.N.-C.N.R.S. MEUDON)sur Auto Analyseur T.S.M.Techni-
con(DOMONT ,FRANCE Jet les Acides Aminés N et C terminaux par D.TRITSCH
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(I.B.M.C.,STRASBOURG).

" "
ESSATS DE LIPOPROTEBINES~ LIPASE ET D'ACTIVITE Apo CITI:Ils ont été

menés par adaptation de la méthode de P.de GASQUET,(43) pour le dosage
de;lipoprotéines—Lipase;des prise aliquotes de L.P.L. extraites de tissu
adipeux de rats mlles nourris sont utilisées pour déceler une activité
cofacteur?de type Apo CIX dans diverses fractions d'apoprotéines de
tfuite. La méme méthode est utilisde pour mettre en évidence une activité

LPL dans les poudres acétoniques - voir annexe A6 —extraites de tissu

adipeux ou de coeur de truites adultes.
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RESULTATS ET DISCUSSION:

Profil lipoprotdique: Les techniques courantes utilisdes pour

l'analyse des lipoprotéines dans le sérum des mammiféres(ultracentrifu—
gation séquentielle & des densités bien détermindes)ne sont pas & priori
adaptées a d'autres espéces. C'est pourquoi le sérum de truite,dont la
densité initiale est déja différente de celle des mammiféres(d=1,015 au
lieu de 1,006) a été analysé sur gradient de densité.Le résultats est
représenté par la fig.1. Du point de vue du profil protéique(D.0. 2 280nm)
plusieurs classes apparaissent:

-Une classe & trés faible densité (d 1,015) '

-Une classe apparemment hétérogéne dans la gamme de densité dite
moyenne;cette hétérogénéité a été confirmée par l'analyse sur
gradient étalé de densité;remarquons que le maximum du deuxieéme
pic se trouve & une densité (d=1,066) plus élevée que la limite
supérieure de la classe LDL chez les mammiféres(d=1,063).

~-Une classe,trés largement majoritaire dans notre cas,vers la
densité(d=1,103) correspondant & celle des HDL humaines. Mais
si ces dernieres sont hétérogénes et présentent des sous-classes
vers d=1,095, d=1,115 et d=1,160,1la méme hétérogénéité n'est pas
apparente pour le pic principal chez la truite,tout au moins au
niveau des densités.

-Une derniére classe,peu importante quantitativement,est visible

2

4 d=1,205.Elle est néanmoins significative car peu contaminée

par les protéines plasmatiques (voir plus loin) et peut corres-~
pondre a une sous-classe lourde de HDL(VHDL).
Malgré les différences dé densités et de répartition quantitative(voir
le profil humain en introduction),on retrouve bien les mémes classes que

chez les mammiféres et la nomenclature classique peut &tre comnservée.

Composition des différentes classes:Le tableau I donne la tenecur

des différentes classes en lipoprotéines totales (rapportées a 100ml de
sérum) ,ainsi que leurs compositions relatives(en % du total).Les valeurs
brutes sont rassemblées en annexe A7 pour toutes les fractions et classes
(A7a a A7e),ainsivque les compositions relatives de toutes les fractions
(A7f).0n remarquera la nette prédominance des HDL. Ceci est en accord avec-
la plupart de données de la littérature(27-29).Pourtant FREMONT et al.

(30) notent une prédominance des LDL pour un lot de 15 animaux,ainsi que
des variations individuelles et saisonnaires importantes.Il serait donc
nécessaire,une fois les classcs bien déterminées,de micux connaitre les

facteurs de variation(sexe,éﬁo,stade soxuol,alimentatlon).

Le rapport cholestérol total /protdines (rig.2) est souvent utilisé
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pour différencier les classes. Ce caractére de composition représente

une image de la structure et de la "position'" métabolique;il permet

dans notre cas de distinguer les fractions 1 a 6-la fraction 2 présentant
un taux anormalement bas et probablement non significatif- des fractions
suivantes; les LDL présentent un léger plateau(7,8,9) et le rapport baiss:
régulidrement dans les HDL de densités croissantes (11 & 13) pour se
stabiliser aux trés basses valeurs des HDL lourdes (14 & 17).Cette varia-

tion correspond & ce qu'on observe chez les mammiferes.

L'état du cholestérol dans les lipoprotéines est représenté par le
rapport cholestérol estérifié/cholestérol libre (fig.3b);la fig.3a repré-
sente 1l'importance de chaque classe de lipoprotéines chez la truite.On
note d'abord une plus grande richesse en cholestérol libre que chez les
mammiféres notamment pour les LDL et HDL(enViron 1 contre des rapports
supérieurs & 5 pour l'homme);cela met l'accent sur la nécessité d'éluci-
der les mécanismes de l'estérification plasmatique du cholestérol (LCAT)
et de ses échanges. D'autres part ,si les fractions 1 & 6 montrent une
élévation réguliére du rapport conforme au schéma métabolique des IDL
(perte et estérification du cholestérol libre accompagnant l'hydrolyse
des triglycérides),la fraction 7 présente un rapport trés bas et & faible
dcart-type qui pose probleme. Une relation de type précurseur-produit
paraft peu probable entre les fractions 6 et 7. Les lipoprotéines de la
fraction 7,par ailleurs assez peu abondantes (fig.Ba),semblent donc avoiz
une origine particuliérejil pourrait s'agir d'une sécrétion hépatique.
Les LDL plus laurdes (fr.8,9 et 10) retrouvent un rapport CE/CL plus
haut mais la présence de deux types de précurseurs(fr.136 et fr.17)pour-
rait en partie rendre compte de leur hétérogénéité précedemment soulignée.
La méme caractéristique s'observe pour les HDL avec la fr.13 assez riche
en cholestérol libre,et qui pourrait comprendre des HDL natives(secrétées
par le foie,ou l'intestin)ou bien ayant accepté des composants de surface
des 1lipoprotéines légéreé%?ie cholestérol non estérifié.

Une autre caractéristique des lilpoprotéines de la truite est le
transport prédominant du cholestérol par les HDL,a4 la différence des

lipoprotéines humaines(Chol.LDL + VLDL =0,67 chez la truite, 3 chez 1'hom-
Chol.HDL

me sain.).

La teneur des membranes en cholestérol libre influe directement sur
leurs propridtés physiques(fluidité,stabilité)et elle est trés différente
entre les lipoprotéines légéres et lourdes. Ainsi le. rapport entre les

lipides de surface(Phospholipides/Cholestérol libre Fig.Baest tres faible

pour les fractions 1 & 9,influant donc sur les propriétés d'échange et
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de stabilité des particules correspondantes.la relative constante de
PL/CL(entre 3 et L4)pour ces fractions,contraste avec l'augmentation de
CE/CL et souligne la perte de phopﬁolipides en méme temps que celle du
cholestérol libre au cours de la lipolyse.(Concept de transfert aux HDL
d'entités de matériel de surface -EISENBERG et al.,in(10)).

Deux autres rapports sont analysés pour mieux caractériser les
particules:

Le rapport Protéines/Phospholipides + Cholestérol (fig.Bd)donne une
image de la composition de surface.Les fractions trés lourdes (14-é 17)
se détachent trés nettement par leur richesse en protéines et on peut
se demander si elles ne résultent pés d'un artéfact de preparation(agré-
gation d'apoprotéines détachées des lipoprotéines) on ne peut cependant
pas rejeter une signification métabolique (voie de dégrédation des pro-
téines des HDL par exemple).D'autre part,on observe & 1l'intérieur des
classes un enrichissement de la surface en protéines quand la densité
augmente (11 & 13; 7 & 9).

Le dernier rapport étudié est celui des lipoprotéines totales a la
somme de matériel de surface(Pr + CL+ PL dans les modéles présentés en
introduction).A la densité des différents composants prés,ce rapport
devrait fournir une estimation du diamétre de la particule(Volume/Surfaée)
Les résultats,fig.3e, montrent qu'il en est grossiérement ainsi.Dans la
fraction 1,le rapport "anormalement" faible serait di & une plus forte
teneur en phospholipides;une difference de structure est peut-&tre 1la
cause de cette anomalie.

Une représentation graphique deé lipoprotéines de truite est
présentée sur la fig.lt (pages suivantes).Elle permet de mieux visualiser

leur composition ainsi que les liens métaboliques existant entre elles.
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COMPOSTITTON EN APOPROTEINES :

Elle a d'abord été étudide sur gels de polyacrylamide & 12%(Fig.35)
La ﬁlupart des fractions ont été analysées chez plusieurs animaux et on
distingue un nombre restreint de bandes protéiques,notées (aal)(1l).

;La comparaison avec les fonds de centrifigation et les protéines sériques
(Pig.7,page suivante)montrent que se sont des protéines spécifiques.
Quatre bandes peuvent &tre considérées comme majeures (a,b,h,j,).

Les bandes (a) et (b) ne sont présentes que dans les lipoprotéines
riches en triglycérides;la bande (a) représente des protéines en tout
point analogues aux Apo B humaines;elles seront analysédes plus loin.

La bande (b),de P.M. & 67-70kD ne semble pas avoir d'analogue chez les
mammifeéres.BElle est peut-&tre lide au complexe lipoprotéique dense de
vitellogenése chez les truites femelles matures (analogue a4 la vitel-
logenine des oiseaux?);sa présence dans ce complexe éfig.7p)serait a
confirmer.Une étude immunologique des lipoprotéines de 1l'oeuf,faite par
SKINNER et ROGfE,(hh)ne permet pas de ce faire une opinion a ce sujet.

La bande {(h), souvent large,de P.M.estimé & environ 25 kD,corres-
pondrait & 1'Apo AT des mammiferes.Comme Apo AI,on la retrouve priﬁcipa—
lement dans les fractions lourdes.Sa présence en quantité non négli-
geable dans la fraction 1 tendrait & confirmer la présence de chylomi-
crons qui chez les mammiféres,sont‘riches en Al alors que les VLDL en
sont dépourvues.

La quatriéme bande majeure (j),de forte mobilité(P.M 12-14kD )
se trouve dans le lipoprotéines tres légeres ainsi que dans les HbL
les moins lourdes.L'analogie avec les mammiféres porte ici sur les
apoprotédines de la\famille C(ou sur AIT pour ceux qui en possédent).
Lt'hétérogénéité de!cette bande est pressentie car certaines fractions
montrent plusieurs bandes fines & ce niveau(Fr.15).Quelques bandes
mineures apparaissent dans les HDL(e,f,g).La bande (e) de mobilité ana-
logue & celle de AIV a cependant une distribution (prédominance dans
les HDL les moins lourdes)analogue & Apo E.Les seules mobilités electro-
phorétiques ne permettent pas d'aller plus loin.

Le tableau II rapporte la répartition des différents groupes de
P.M. dans les différentes lipoprotéines;on constate de nombreuses ana-
;ogies avec le mammiféres:
| ~Augmentation de la proportion des Apo B des VLDL vers les LDL' et
absence dans les classes lourdes.Notons le méme comportement pour la

bande (b)qui pourrait donc é&tre associée aux Apo B(métaboliquement ou

physiquement).
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-Perte des apoprotéines légeres des VLDL vers les LDL'.Ceci est
un comportement d'Apo C,1ié & la lipolyse;il sera donc utile de cher-—
cher une fonction Apo C (Apo CII,CIII...)parmi ces apoprotéines.leur
abondance dans les HDL est cependant supérieure i celle des mammifeéres.
' ~-Perte aussi d'Apo AT des VLDL aux LDL' et augmentation notable dans
les HDL ultralourdes.

| ”

Les apoprotéines de type‘B ont aussi été analysdes sur gels a
faibles teneurs en acrylamide permettant.de les séparer(fig.6).Elles
ont le méme comportement que les ApoigT?ggavaise solubilité dans 1l'eau
apres délipidation;précipitation par le T.M.U., au contraire de la
bande (b).qui n'en serait pas un fragment. Elles sont d'autre part hété-
rogeénes et présentent deux bandes majeures vers 270kD et 300kD;en gqua-
tités analogues dans la fr.1,la bande "légére" prédomine dans les LDL.
Cette différence métabolique?%ermet cependant pas d'en conclure une
analogie avec la différence entre Apo B intestinale et hépatique chez
les mammiféres (45,46).

La fig.7 analysant les fonds de centrifugation,permet de dégager
les. points suivants:

-les protéines sériques (notamment la para Albumine PA) ne semblent
pas contaminer les lipoprotéines. .

-la bande(h) soit "Apo AI" existe libre tout comme chez les animaux
déja étudids(artefact de centrifugation ou sécrétion sans lipides?)

~La fraction B ,formant une baﬁde visible dans le tube,contient du

matériel de haut P.M. = B, (Vitellogenine?),ainsi qu'une bande B2 qu'il

serait intéressant de comparer a (b).
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PURIFICATION ET ANALYSE DE QUELQUES APOPROTEINES MAJEURES

Pour préciser plus avant leurs analogies avec celle des mammiféres,
certaines apoprotéines ont été purifides a partir de HDL et des (LDL+LRT) .
Aprés délipidation,les apoprotéines ont été séparées par gel-filtration
(100mg de protdines de HDL et 25hg pour les LRT+LDL).Le profil d’élution
est présenté en fig.8, et l'analyse en apoprotéines des pics est donnée
par les fig.9 (HDL) et fig.10 (LDL+LRT):

-Les deux derniefs pics (IITI et VI) contiennent respectivement les
bandes des protéines majeures (a)(AI) et (h). Dans les HDL,ces fractions
contiennent du matériel assez pur,alors que le matériel de haut P.M.
semble contaminer la colonne des lipoprotéines légeéres.

~le premier pic,hétérogéne,est apparemment un mélange de complexes non
stoechiométriques ou de haut P.M.(Position du volume mort).Son importance
est accrue dans les préparations les plus vieilles;cela montre l'impor-
tance des phénoménes d'agrégations de ces apoprotéines amphiphiles.

-La fraction HDL IV,intermédiaire entre les deux pics principaux,pré-
sente,outre les bandes de ces deux pics,des bandes de P.M.plus élevé
(f et g).Ces bandes existent dans les HDL lourdes. Leur comportement anor-
mal en filtration sur gel s'explique peut-&tre par une structure tertiaire
particuliere.

-1la fraction V,intermédiaire elle aussi,contient une bande trés faible

(i;P.M. 21000) réductible au B-mercapto-ethanol. En raison de sa faible

proportion,il n'a pu 8tre déterminéd s'il s'agit d'un dimere analogue a

1'ATT humain ou d'une chaine unique & pont disulfure intermne.

Les protéines majeures (pics HDL IIT et HDL VI) ont été analysées
pour leurs acides aminés totaux (Tableau III) et leurs acides aminés N et
C terminaux:

HDL III a été comparée avec des fractions homologues extraites de
Truites et de Saumon (27,4&),mais aussi avec 1'Apo AI humaine.les analo-
gies avec cette derniére sont assez significatives;les principaux dcarts

concernent les acides aminés LEU,ILE,ASP et ALA . (e dernier écart est
en accord avec les résultats sur les acides aminés terminaux:

-NH, terminal:un bon accord entre les méthodes existe pour ALA (avec

LEU,SER ou LYS en deuxidme position).
-COOH terminal:c'est aussi ALA qui domine.(SER,LYS en 2&me)

Cela plaide donc l'existence d'un seul polypeptide,de type AT ,méme si

l'acide aminé terminal n'est pas Gln(toujours en C terminal de AI chez

les mammiféres).




THRLEAU T

o .ajr?esulfit: en m:}e.s/ 00 ma\i;)d’gc:df;_qmmé«,.é- N

THR § 5,551 43 55 b, 2 3,51 2,30 40,3 8,1
VAL | 6,43 67 | 65 5,4 84 | 9,13 52| 7,6
MET LTl 2.4 3,3 4,3 72 3,42 25| 4,5
| LE L,Ud| 4,5 3,% 0 3,6 305 41,1 1,5
LEU §40,91{ 40,3 14,0 | 16,2 9,4 9,52 40,7 10,2
PHE | 4,36] 23 1,6 2,5 1,F ] 4,68 2.7 5,1
LYS 9,251 9.9 9,8 81 8,6 8,65 5,3 | 1,6
HiS AA5) 4,2 4,6 2,1 2,0{ 238 © 0
ARG | 530] 65 | 4T | &6 2,4 234 08| o
ASP 5647 5.4 58 8% 6,51 8,16| ¢,% bA
SER | L34} 4.4 4,9 | 58 3% 3,12|42,2| 81
GLU § 20,20f 484 | 49,9 | 185 415,86 § 13%6| 18,8 | 19,9
PRO LA6l 4,8 | 3,8 4,1 5% 582 50| 52

- GLY 2311 26 2,1 4, 9,41 9,42 3,0 4,3
ALA 42,61 13,2 | 42,0 19 i4,6 4 4,02 3,3 1. 6,7
TYR 343 3,3 L,0 2,9 '§.9% 610| 6,0 4,6
eys - |- - . - _ o | a5
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Pour la fraction HDL VI, la composition en acides aminés ne correspond

ni au CIT ni & 1'AIT humains et les acides aminés terminaux sont au
moins au nombre de 4 ou 5 : cette fraction est donc bien hétérogéne.

Cette hédtdrogénditéd est encore confirmée par l'isocelectrofocalisation
ol 5 bandes importantes sont detectées dans des zones diverses de pH
(fig.11). On voit en outre:

-que "AI'" présente un profil analogue & 1'AT humain,avec pour la
truite deux isoformes prédsminantes,de pH; 5,20 et 5,30 environ -

-que la fraction intermédiaire IV présente une bande nette (pH;=4,6)
absente des fractions IIT et VI, elle pourrait correspondre a4 la bande

protéique(f) des gels d'dlectrophorése et cette propriété pourrait servir

A . . .
a sa purification.

Par traitement & la neuraminidase,aucun changement de mobilité n'est
détectd: il n'y a donc pas de résidus d'acide sialique( cas des Apo CIIT

humaines).
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ACTIVATION DE LA LIPOPROTEINE LIPASE:

L'étude de la lipolyse des lipoprotéines légeres a été abordde
par la recherche d'une activité LPL dans certains tissus de truite et
la caractérisation des cofacteurs de cette enzyme (Apo C).

.La LPL de tissu adipeux de rat est activde par du sérum de trdite-
fig.12- indiquant la présence d'un activateur de type Apo CII.

.La recherche d'une activité LPL dans certains tissus de truite a
montré son existence,mais & des niveaux trés faibles. Le Tableau IV

résume ces résultats:

-TABLEAU TV-

Température d'!'incubation

0 ) ] V]
f 16°C 2400 37°C Activités LPL de deux tissus
: Avec de truite pour 3 températures
; Tissu 0,08 0,07 0,93 sérum d'incubation.
; 3 z 1 .
| adipeux 0,00 0,02 0,00 S%ns Resultgté on qu d a01d§s
{ serum gras libérés/min/g de tissu.
| \ . . .
Muscle 0,07 0,0k 0,06 AYec L ac?lvatlon se.falt pgr
. serum du sérum de truite (Voir
cardiaque Sans annexe A6)
0,00 0,02 0,00 , '
sérum

Ces données tres fragmentaires me permettent pas de conclure sur
les effets de la température.Trop de facteurs restent incontrolés,notam-~
ment la nature du substrat lipidique et sa fluidité a ces températures.
De méme,l'éventualité d'un contrdle hormonal du niveau d'activitéd de 1la
LPL dans les tissus (variations saisonniéres) incite &4 la prudence pour

commenter les faibles niveaux observés.,.

Les expériences suivantes portant sur l'activitéd cofacteur,elles
ont été effectudes avec la LPL de tissu adipeux de rat (bonne activité,
et disponibilité).

La fig.13 montre l'activation de cette LPL par des quantités crois-
santes d'apoprotéines de la fraction "HDL VI'" et compare cette activation
a celle obtenue par des HDL et des VLDL non délipidées.L'apo CII est
donc bien contenuedans la fraction VI,et il semblerait que la présence
de lipides dans les HDL né favorise pas l'expréssion du caractére acti-
vateur,tout au moins en présence de substrat synthétique(lntralipide)o
La délipidation des HDL en éléve l'activité & un niveau analogue & celui

des VLDL ou des apoprotéines extraites.




b 7 « D
r Achinird Ago CL A

(acflvl\'e LPL ~memes
o rct
P ecclrees criles qw. la ?‘312-
4000 F en - ‘Kesenca de ’:Oﬁ
- 15 dey prefeines dela
Fraction )
L 10
500 F
-5
123 456 7 8 9101 1215 15 16 7 46 13 20 24 22 25 d\Jame( de.)\a cathede
cm

.?.‘S A T seelectto Fecalisafica F«‘e.}:a?aﬁbe. e It dluitrcdex (Lx®) ef activaliop de L9 Wpase. da tat e les Facticas




19

'La fig.14 présente les rédsultats d'une isoelectrofocalisation préparative

des apoprotéines de la fraction "HDL VI" et du dosage du pouvoir acti-
vateur de chacun des pics de protéines.On met en évidence une forte acti-
vité Apo CIT dans une bande focalisant ici a pHL4,1 en absence d'urde.
Cette protéine extraite et refocaliséde dans les conditions des gels
analytiques,c'est-a-dire en présence d'uréde,se place a un pH de 5,35
correspondant bien & une apoprotéine majeure de la fraction VI.(fig.15.
Fraction 22—23).

La présence de plusieurs protdéines par fraction (fig.15) montre que
des agrégats peuvent focalis¢r en absence d'urée et complique l'analyse
des résultats de l'activation.On peut éssayer de les interpreter en
donnant un rdle inhibiteur(Apo CIII) & la bande de pHi 5,65 qui est en
abondance croissante de la fraction 10 vers la fraction 15 alors que

l'activité décroit.Mais une meilleure purification est nécessaire pour

conclure.
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CONCLUSIONS

L'ensemble des données disponibles sur les lipoprotéines de la
truite montre qu'elles correspondent bien au méme systéme d'organisation
que celui observé chez les mammiféres. Si la structure protéines-lipides
est une "solution" simple adoptée tdt dans 1l'évolution pour le transport
des lipides,il est remarquable que certains éléments de fonctions plus
complexes l'aient aussi étés@ystéme LPL/ApoCII=— et LCAT/ApPoAI?S.

Les Salmonides présentent toutefois quelques particularitds intéres
santes;A une faible protéindémie globale du sang,ils associent:

-Un fort taux de lipoprotéines,dominées par les HDL.

-Une forte cholesterolémie et une importance du cholestédrol libre.

~-La présence d'apoprotdines spécifiques (Apo 70K)

Il faut d'autre part souligner que les résultats obtenus sont ceux
d'un état particulier(début de repos sexuel et alimentation commerciale).
Les études de composition devront par la suite 8tre assocides & une véri-
table approche nutritionnelle et métabolique .Une approche immunologique
est aussi nécessaire pour 1'étude des pol?peptides mis en évidence;
des travaux préliminaires ont été réalisés & ce sujet par PERRIER et al.
(48) et SKINNER et ROGIE (29).

L'état actuel des connaissances sur les lipoprotéines des poissons,
plus particuliérement des salmonidés,souléve un certain nombre de pro-
blémes a approfondir:

- L‘originé métabolique des diverses particules est & déterminer.Les
techniques employées chez les mammiféres peuvent &tre adaptées(Marquages
in vivo,cultures organotypiques ou perfusions d'organes,ultrastructure
des tissus producteurs).

- A un niveau d'organisation inférieur,le métabolisme cellulaire de
certains organes mériterait qu'on s'y intéresse. L'entérocyte commence
a 8tre étudiéd (49)pour son réle dans le systéme et le stockage des tri-
glycérides. Le muscle (blanc ou rouge) pourrait aussi tenir une place
importante dans le dépSt des lipides (50).

- L'étude approfondie des deux grands sYstémes enzymatiques LPL et
LCAT (avec la caractérisation fonctionnelle de AI?)est nécessaire pour en
dégager les spécificités.

| -Le r8le de la température sur le métabolisme et les propriétés
physicochimiques des lipides circulants et membranaires est & étudier
en relation avec la nature des acides gras du régime (30).

.L'influence précise du cycle sexuel sur les niveaux des différentes
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classes est a déterminer (MARION et FREMONT données non publides),de
méme que la participation des lipoprotéines & la constitution des réserves

vitellines.

Bien d'autres points,soulignés ici et 1a& dans ce compte rendu,
justifient 1'intérét porté sur les lipoprotéines des poissons au cours
des derniéres anndes. Rappelons quand méme que les Salmonidés ne repré-
sentent surement pas un modéle applicable & tous les poissons:les chon-
drychtiens,notamment,présentent des particularités pouvant servir a un

travail intéressant de physiologie comparée.
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ANNEXE Al

Dosages de protéines

Méthode de G.L. PETERSON (Anal. Biochem. 83, 346-356. 1977)

Principe : - précipitation quantitative des protéines pour éliminer
les substances interférentes si elles existent.
- solubilisation du précipité et dosage des protéines
par réaction de FOLIN.
Produits : - STOCK : 1) CTC ( Copper Tartrate Carbonate) : une

solution & 20% de Na, CO, est ajoutde lentement & une
solution de Sulfate-TartPate de Cuivre. Concentrations
finales :
- 0,1% Cu S© CSHQO)
- 0,2% tartrate de Na,K
- 10% Na2 CO3
2) SDS 10%
3} Na OH 0,8 N

4) FOLIN (Cioccalten Phenol - MERCK)

- Travail :1) 0,15% DOC (Deoxycholate de Sodium)
2) 72%, TCA (acide trichloracétique)
3) BSA 1 mg/ml (pour la gamme)
4) réactif A : CTC, NaOH, SDS et eau en parts
égales.
5) réactif B : FOLIN, eau - 1/5

Dosage : = précipitation : échantillon = 5 & 100 pg de protéines
dans 1 ml.
- ajouter 0,1 ml DOC - Agiter - Laisser reposer 10 min.
- ajouter O,1 ml TCA - Mélanger - Centrifuger 15 min.
3" 3000 g.
- retirer le surnageant.

- dissolution :
- amener & 1 ml avec de l'eau distillée
- ajouter 1 ml de A. Agiter. Laisser reposer 10 min.
(dissoluticn)
- ajouter 0,5 ml de B. Agiter aussitdt.

- lecture : Aprés 30 min., lire & 750 nm dans les 2 heures
Gui suivent (Etalonnage non parfaitement lindaire,

Remargue : Pour un micCro essai, tous les volumes sont divisés par 5.




A4 (sute)

Méthode de BRADFORD (Anal. Biochem. 72, 248-254. 1976)

Principe : coloration des protéines par liailson quantitative
avec du Bleu de Coomasie.

Produits : Une solution - réactif : Coomasie G 250 = 1C0 mg
Ethanol a 95% = 50 ml
Hy PO, (85% W/yk 100 mil
mau distillée gsp 1000 ml

Dosage : échantillon : 10 & 100 Mg de protéines dens 100 pl de tampaoa.

On ajoute 5 ml de solution-réactif. On agite. On laisse
reposer 5 min. On lit dans les 20 min. & 595 nm.

Pour les deux méthodes, 1'étalon utilisé est la Serum Albumine
Bovine (Gamme de 5 & 100 K9 de protéine).




ANNmXE A 2

Dosages lipidiques

*Test-Cembinaﬁon
Cholestérol libre

Methode CHOD-PAP
Test coiorimétriqus enzymatique
Ré! 310 328 pour env. 45-9¢ gosages

Méthode

tahler, F., et coil.. Med. Lab. 30 (1977) 29
Trinder. P.. Ann. ¢lin. Biochem. 6 (1969 24

Principe

cholesterol-
—,

Choiestérot — O; Af-choiesténone - -0,

oxydase

. eroxycase
2 H,0p - amino-4 phenazone - Phenol e ataoss |
{monoimino-p-benzoquinonei -4 phenazone - 4 H;O

Valeurs usuelles pour le cholestéroi libre

22-30% du cholestérol total

Bibliographie: Wynenga. O R.. etinkpen. J A. Lipids in: Henry. R.J..
et coil.. Clinicat Chermistry: Principles and Techmics, 2°

edition Harper & Row &d. Inc.. New York. San Francisco.
Londres. 1974 p. 1448

Echantillon
Sérum. plasma recueill sur heparine ou EDTA

Reactifs
Contenu Concentrations des
solutions prétes
a i'empioi
1 Tampon (phosphate de potassiumj 0.4 mol/l. pH 7.7
Phénol 20 mmoi/t
Méthanol 1.85 mol/i

2 Tampon (phosphate de potassium) 0.4 mol/l.pH 7.7

Amino-4 phénazone 2 mmoi/!
Métharol 1.85 mol/1
Hydroxypolyéthoxydodécane 0.4 p. 100
3 Choiestérol-oxydase/ Z 12 U/m!
Peroxydase z 3U/ml

Contréle de qualité
Pour le contréle d'exactitude: Préciiip” £.L.

CHOLLESTEROL TOTA

méme protocole que pour le
Cholestérol libre (mélange
réactionnel unique décrit

ci-contre).

£
'

'
i
1

|

v

Réactif

Dosage :

CHOLESTZROL LIBRE

Solutions 1-2-3 dans
des proportions 10-10-0,1.
échantillon C a 40 ug
de Cholestérol dans 100 pl.

On ajoute 1 ml de réactif. On
incube 20 min. a 20-25°C et on

1it dans les deux heures a 505nr

-

Che!}estéroi
C-system

Méthode CHOD-PAP
Test colonmétrique erzymatique

Réf 290319 pourenv.4x 15 dosages {4 x 32mi
Raf 237 574 vourenv. 4 x 50 dosages 14 x 100 mb
Ref 23663 pourany 4 x 250 dosagss i4 x 500 mi

| S

Méthode
Klose, S.. et Schiumberger W (Boennngar Mannherm GmoH,

Roschiau. 7. Berrt & at Gruber, W..
Sthint. Congr 2n Chr Chemistry Torante 1975, Abstr. No 3
Tnnder. @ 4pr ciin Biochem. 6 (1968) 24

Principe
choiesterai- ) ,
————— choigsterc! - aciges gras
2stérase
-~ o cnolestergl-
Chaiestérsl = 0. S —————"e Ascholestencne + 4.0,
. dxydase T

Esters 2o snotesterst - H.G

Qeroxygass
—————

Y

H.0. = aminc-4 pranazone - cnenot
imonoImIng -p-denzoauinone -4 phenazone ~ 4 H,C

Interpretation clinique

Le facteur de nsgue = hypercnoiestérolemie » peut étre estime
en considerant les hmites suivantes:

douteux a partirde: 2.2 g/l ou 220 mg/ 100 mi ou 5.7 mmol/;
elevé a partir de . 2.6 g/t cu 260 mg/ 100 mt ou 8.7 mmoi/l

Bibilographie: Schettler G.. et Nissel. £.,
Arbeitsmed Soziaimed Praventivmed 106 (1975: 25

Echantillon
Serum, piasma recueilti sur heparine ou EDTA.
Réactits

Conteny Cancentrations dans e

méiange reactionnai

200 mmolft. o 7.8
1 mmot/i

Tampon phosphate
Armng-4 prénazone

BReénpi 5 mmgoi/t
5 mmou:

Dicnicra-3 4 phenot
Monoeéther d'aicon!

3ras Je poryethvienegives:
Cholester: -gsterase
Cnoiestercr-oxyaase
Paroxydase

Controle de qualita
Exactitude: Précinorm*U. Precipath U, Précilic’ Preciiip ‘B
Précisicn: Précinorm HUPX
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ANNEXZ A2 (suite)

Test-Combination
TriglyCerides cuumems

Méthode entiérement enzymatique

. Testuv

Ref 138 355 pour 3« B3 dosages
Réf. 126 012 pour 3X 34 dosages
Réf. 126 039 pour 4 A 90 dosages

Meéthode

Dosage enzymatique destriglycérides aprées hydrolyse enzymatique.

Bibliographie: mod. selon Wahlefeld, A W.. dans H.U. Bergmeyer,
Methoden der enzymatischen Analyse. 3° eaiion,
tome il. Verlag Chemie. ‘Weinheim. 1974, p. 1878.

Principe

iipase/estérase
Tnglycendes ———emm————s

glycérol + acides gras
GK .
Glyceroi + ATP 25 glycéroi-3-phosphate + ADP
PK
ADP + PEP ——» pyruvate + ATP

L
Pyruvate + NADH + H- ﬂ L-lactate - NAD"

Interprétation clinique
Lefacteur densque «hypertriglycéridémie» peutétre estimé en considérant
‘esiimites suivantes:

douteux apartirde: 1.5g/lou 150 mg/100 miou 1,71 mmai/!
gievé apartirde:  2.0g/tou 200 mg/100 mi oy 2.29 mmol/|

Bibllegraphie: Schettler, G. et E. Niissel.
Arbentsmed. Sozialmed. Praventivimed. 10 (1975) 25.

Les valeurs usuelles suivantes ont ete obtenues sur un groupe sélectionné:
2.74-172g/t0u74-172mg/100mi 0u0.85-1.97 mmoi/t
Bibliographie: Eggstein, M.. Klin. Wschr. 44 (1966) 267

Echantillon

Sérum, ptasma recueilli sur héparine ou EDTA.

Réactifs
Contenu Concentrations des solutions
prétes al'emploi
1 Tampon
Tampon phosphate 20 mmol/t, pH 7
MgSO4 4 mmol/t
Dodecyisulfate de sodium 0.35 mmot/t

2 MADH/ATP/PEP 10 mmol/l; 22 mmol/l; 18 mmoi/i

3 LOH/PK/ = 300 U/mi: = 50 U/mi
lipase/estérase = 4000 U/ml); = 30 U/mi

4 GK = 150U/mi

Contrdle de quatité

Demaine de la normale: Précinorm?y et Précifip®
Domarre pathalogique: PrécitipsE.L.
Pour le contrdle de la précision: PrécinormUPX

TRIGLYCERIDES

Réactifs (I) Solutions 1.2.3.
dans les proportions 50.1.71.

(ii) Solution 4 (GK)

Dosage : échantillon avec © a
100 pg de Triglycerides dans
100 pl.

- Ajouter 1 ml de réactir (D),
agiter et incuber 10 min. a
20=-25°C.

- Lire l'extinction £y & 340 nm.

- Ajouter 5 pl de réactif Ci:),
mélanger et incuber 10 min. a
20-25°C

- Lire l'extinction &

> a 340 nm.

Z&E = 52 - El est une mesure de

la quantité de triglycérides.




" Délipidations des lipoprotéines

1) Par précipitation a l'alcool-éther :

Pour 10 mg de protéines :

]

2) Par le T.

Lyophiliser. Les prochaines opérations se déroulent a 0°C:
Reprendre par l'alcool (15 ml). Agiter et lalsser reposer 2 h.

Rajouter 5 ml d'éther, agiter et laisser en contact une
dizaine d'heures.

Ajouter encore 10 ml d'éther, agiter et attendre une heure
dans ce mélange alcool éther 1-1.

Centrifuger 15 min., & 0°C, & 3000

Le surnageant est retiré.

te}

Deux extractions / centrifugations sont encore réalisées
avec l'alcool éther 1-1, puis un lavage a 1l'éther.

Les protéines séches sont stockées a -30°C.

M.U. (tetraméthyl Urée).

50 & 200 plde lipoprotéines (contenant 50 a 200 ug de protéines
sont ajoutées a un volume égal de T.M.U. et & 1/10° de volume
d'une solution réductrice (0,3 ml 2-mercaptoéthanol

0,2 g d'&DTA

gsp 10 ml HZO)'

On agite, puis on procede :

~ so0oit & une electrophorése en SDS-PAGE. Les Apo B
précipitées ne pénétrent pas dans le gel.

- soit & une centrifugation, lorsque les volumes sont
assez importants;

Trois phases apparalssent : - une phase lipidique.

- une phase de protélnes solubles
dans le T.M.U. (Elles peuvent
2tre prélevédes et analysées).

- un culot de protéines insolubles
(Apo B).




ANNEXE A4

wlectrophoréses sur gel de polyacrylamide en

présence de SDS (SDS-PAGE) |
i

zn Tampan Phosphate

Réactifs : 1. Solution d'acrylamide & 30%, avec 0,8% de bis-
Acrylamide.
2. SDS 10% dans l'eau.
3. TZMED

4. Colorant : Bleau de CoomasieR 250 (0,1%),
méthanol (50%), acide acétique (10%)
5. Décolorant : a- méthanol 50%, acide acédtique 10%
b- acide acétique 10%
6. Tampon: solution de phosphate mono sodique 0,5 i
ajustée a pd 7,6.

., 5 ! 1A . X o
exﬁamoraﬂﬂ“ﬂWZ: Peroxydisulfate d'Amnonium a 10%.

Préparation des gels : Dans les tubes (95 x 0,5mm) sont coulés

2 ml de la solution suivante (pour 12 gels)

A

mérisation & rajouter juste avant le remplissage).

- Acrylamide 30:0,8 10 ml
- Tampon PO, O,5M 5 ml
; - SDS 10% 0,25 ml
§ - TEMED 20 ul
| - H.0 10 ml
§ + - pErsulfate 0% 200 ul (catalyseur de poly-

Tampon d'électrophorése : Pour 1 litre : 200 ml de Q?B
+ 10 ml de (2

Préparation et chargement de 1'échantillon :

x

- 50 a 100 ug de protéInes, dans 20 a 100 ul de tampon,
sont additionnées d'l/5éme de volume de SDS 10%, maintenues a
100°C pendant 1 min., et on y ajoute une goutte de bleu de
bromophénol glycérolé.

- le chargement des protéines sur les gels a lieu une
| fols la cuve montée et tous les tampons en place.

Déroulement de l'électrophorése : 14 & 16 heures & température
amblante et socus une tension de environ ( mA par tube).

Les gels sont colorés pendant environ 3 heures (solution (4),

décolorés (solution (5)a ) pendant une dizaine d'heures, puis

conservés dans la selution (&Jb.

Etalons de Poids meleculaice : S{gma (Dﬂt’on ﬂmle)

| Lysozyme . 14300 Clot‘%) Detecminafion des P.1. -
.?‘ac\'os(obuiine . 13400 Q o)
.'Tn“,smose\ne . ?[‘OOO ( 20 t‘%) D(o;fe. de fe;%rem«'on de :
. Pepsine . 34700 (Sot‘ﬂ) Log (P.X.) = (RF)
e 9
. Ovalbumine - 45000 (_"5 (;“57

- d natation Milvew debande.

. Secom Rlbomine Bovine . 66000 (1514 ) d miacation do B
m«c&(’a wn [§) eu

(Front)




ANNBXo A4 (s

.
.

Zn Tampon TRIS (LAZMMLI et FAURE -(

en plus des précédents
STOCK : 8. Tampm pour gel

Réactifs

uite)

39)=). Pour hauts P.i.

(Apo B)

Supérieur (0O,5M)

-
-

¢ 6,06 g. de Tris, 4 ml de SDb 10%, pH
ajuste a 6,8 avec HCI. g.s.p. 100 ml
9. Tampm pour gel inférieur (2M) :
' Conserver J 24,22 g de Tris, 4 ml de SDS 10%, pH
r . R g )
au froid N\ ajuste a 8,8 avec HCI. g.s.p. 100 ml
(4°C) 10. Solution réductrice : 0,6 g SDS, 3 ml
mercaptoéthanol, 3 ml de glycerol,
N 23 g de Tris, 4 ml d'eau.
Préparation des gels : Par tube : gel inférieur : 1,6 ml
(4% d'Acrylamide)
gel supérieur : 0,4 ml
(3% d'Acrylamide)
Pour 12 tubes : Gel inférieur (20 ml) Gel superieur (10 ml)
Acryladee 30/0,8 2,66 ml 1 ml
Tampon Tris (97(4% 3,75 ml -
Tampon Tris (8)(0,5M) - 1,2 ml
SDS 10% 0,20 ml 0,10 ml
TEMED 10 pl 6 pl
HQO gsp. <20 ml gsp. 10 ml
Persulfate 50 pl 80 pl
Tampon d'électrophorese : 3 g de Tris, 14,4 g de glycine,
10 ml de SDS 1C%, H2O gsp 1 1.
aration et chargement mame opération qu'en Tampon P, mais

Prép
m'échantillon est bouilli (2.3 min) en présence d'1/5 vol.SDS10%
+ 1/5eme de volume de solution réductrice.

Déroulement de 1l'électrophordse 20.30 v, 1 tube pendant

12 heures.

La coloration a lieu (3 heures) en solution 4' (méme composition

‘que 4 mais avec du COOMASIE G 250) et la décoloration directement

dans 5 b.

mA par




ANNEXE H 5.

LSOELECTROFOCALISATIONS.

al En}q(gﬁgue : (l/a(a(‘e‘s o' FPARRELL (S-Po.c. 1o oo~ lmQA)

preparafion dugel a k% -

poue A0 md Urée 550

s

G“j‘“ Mide 433 m)
98:1,6
Rmphelines 0,5 ml

on qsp (O m\

- de/c&ager 30 ’

qlSou\’er TE MED F {«JZ
PersuPthe ‘OZ, AO ‘—'l
- coulen ‘eseieis immediaiement . C/( m pac Ghe 420 x 2,5 mm)

Mpara(’\'on des ednantillons :

\

- ok incuna dans le %d A

- Sr)(k C(J\m%zfg Aa,uu; owl '»Quﬁid\.\ d'(.)fe’e B M . (SO& A00 %’%)
Tqmpom c\’e\ed’fopho(ese :

Anede (+) @ Hx DOQ

Cathede &) Na OH
Deroole ment de \'e(ec_tm(swf.e 3

a. pre-Socalizalion des HAmphelives . A5 ma

s JooV
36 ma a ooV
Tome & LooV
Chorger les echantillonn _,
b. AD S 4ASh 3 [, 06 -SecV
/{G a GOOV (Total Qnﬁ‘z_ 6 el
A0 mille V.k,>
Teitement des %e(s :

. Fixabion 567 W dans e TcA:- (0%

. Coletation dans one sclohion DiE2EL

Traulement ala nedaminidase. (%wcmev, g(der ; FLR 48 (18%%) péa )
. A5 2ml de <fution da petelues (2aL mg) sonl aéwm; 3 on velumae
[ de =Luliem d/ace/ta.'zb_c(n. 2o m d?H‘S‘, ek /(m?. d’ one

wclution /“SOX 3 "‘Q/mQ de  neunaminidase %('C&Ma 2¥¥6 .
- Vincdeation o lien pwda,uf Qw & 31-C
de Rlean dbtle , 46-484W a [ °C.

- la concentfation se (it pan Lyophilisation .

& on dl'ah&se ensuds eonlia
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<®h Waéwrer len e\‘ote'{nes. dans s 45 ml deau duntillee
Euter b Plesence de se(s}

Versee Lo

gel  sor le phateav o electmfacaluation @b,’o‘ xH'cm))
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—Yapefer  weq po
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les M;cku d’ electtedes \é%,E/\QMen\' il beos dans
- H5 P@q AN Ccmode)
_NaOH AH (cathede)
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des elecfrodes adequalz, .
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ANNEXE A0

Dosage - Activation de Lipoprotéline Lipase
(d'apres de GASQUsT et al.Biochem.J.(19572)p.445)

Réactifs : (1) Eau physiologique NaCI 9%,
(2) Tampon Tris pH 8,1 1,6M
(3) Tampon NH,CI 50ni
(3') Tampon NH,CI hépariné : a (§> ajouter
extemporanement 2 U. d'Héparine/ml de tampon.
(4) Solution d'héparine 5000 U/ml en solution physio-
logique.
) NaOH 5nM N
6) Tampon d'homogenat; pour 10 ml : 10 ml de (1), __
400 mg de B.S.A. Fraction V (Sigma), 80 yl de (é).
Ajuster a pH 7,4.

(7) Acide palmitique étalon 2,25 nmol./l dans 1'exane
(8) B.S.A. (Fr.vV délipidée) & 18%, en solution physio-
_logique a pH 8
(9) Mélange Dole : - 2-propanol 800 ml
- Heptane 200 ml
- H2504 1N 20 ml

(10) Bleu de Nil : - g3lution mére & 20 mg/100 ml
dans 1l'eau )

(10') Solution pré&te a l'emploi : (1) diluéde
au 1/10 dans l'alcool absolu.

Préparation du Tissu : (Adipeux, musculaire, cardiaque...)

- Prélévement.Rincage avec (1) & 0°C. Pesée précise 200 & 500 mg .
- Homogenéiser dans 3 a 4 ml de . Lalsser en contact 5 min.(0°C)
- Récupérer quantitativement dans 150 ml d'acétone. Agiter et
laisser en contact 15 min. (0°C).
- Piltrer sous vide sur Whatman n°l. Rincer par 2 x 50 ml
dtacétone et 50 ml d'éther.
- Conservation sous vide (0°C) de la poudre pendant 24 a 48 h.

Incubation
Préparation : 4 tubes par échantillon (2 x 65'; 2 x 5')
a) Un blanc de LPL par série (65'; 5') : remplacer
l'enzyme par un volume égal de 3!
Par tube : = 25 pl d'Intralipide

- 100 pl d'activateur (sérum ou apoprotéines a tester)
- 210 yl de
~ 70 yl de

pre-~incuber 1/2 heure a 37°C
b) enzyme : homogenéiser la poudre dans 12 ml de 3' (C°C)
incubation : durée 65' et 5' pour chaque essail
départ : adjonction de 400 ml d'erizyme.
arrét : adjonction de 5 ml de Dole et mise a 0°C.
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ANNEXE AS (suite)

Extraction & 1'hexane :
~ Aprés agitation 1 min. au Vortex (tubes bouches),
ajouter 1,4 ml d'eau et 3 ml d'neptane et
agliter encore 30 sec.

- On peut conserver quelques jours a O°C.

Dosage des acides gras libérés et extralts :

- Dosage Titrimétrique par la soude CE) en présence de
bleu du Nil (10 : ajouter la soude a la microburette
3 0,5 ml de 10" et 1,5 ml de phase hexane supérieure
provenant des échantillons. Le mélange se fait par un
filet d'Azote et le virage a la coloration rose.

- La gamme se falt en extrayant de l'acide palmitique &
un mélange analogue : eau/hexane/Dole (2,2 ml/3 ml/5 ml).




Dosage des composants lipoprotéiques
dang les fractions d'ultracentrigugation.

A7a. Dosage des PROTEINES

- valeurs brutes par fraction pour chacune des 4 truites.

- moyenne et écart-type par fraction, sur 4 truites.

- moyenne et dcart-type par fractions poolées (classes),
sur 4 truites.

- dosage des protéines des lipoprotéines totales (d<i,21),
des fonds de centrifugation (d»1,21) et du sérum, pour
chaque truite.

y e
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A7b. Idem pour le Cholestérol Total
A7c. Idem pour le Cholestérol Libre
A7d. Idem pour les Triglycérides, mals sur 2 animaux
A7e. Idem pour les Phospholipides.
A7f. Moyennes et écarts-types moyens sur 2 trultes.
-~ des teneurs en lipoprotéines totales par fraction.

- des compositions relatives de chaque fraction en
ses différents composants.
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