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INTRODUCTION GENERALE. 

 

Dans le plasma, les lipoprotéines sont responsables du transport des lipides, 

composés insolubles en milieu aqueux. Ces édifices macromoléculaires sont constitués 

d'un coeur hydrophobe de lipides neutres (esters de cholestérol et triglycérides) et d'une 

couche hydrophile externe composée d'apolipoprotéines, de cholestérol non estérifié, de 

phospholipides et d'acides gras non estérifés. On compte cinq grandes classes de 

lipoprotéines (chylomicrons, VLDL : lipoprotéines de très faible densité, IDL : 

lipoprotéines de densité intermédiaire, LDL : lipoprotéines de faible densité et HDL : 

lipoprotéines de haute densité) qui différent les unes des autres par leur taille, leur 

densité hydratée, leur composition en lipides et en apolipoprotéines impliquant par là 

même des fonctions métaboliques différentes. Durant leur séjour dans le compartiment 

plasmatique, les lipoprotéines sont continuellement remodelées par l'action d'enzymes 

du métabolisme des lipides (HL : lipase hépatique, LCAT : lecithine:cholesterol 

acyltransferase, LPL : lipoprotéine lipase), mais également par des protéines de 

transfert, parmi lesquelles la protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP) 

(figure 1). La CETP joue un rôle central dans le métabolisme des lipoprotéines en 

catalysant le transfert net massique d’esters de cholestérol des HDL vers les VLDL et 

LDL, et de triglycérides des VLDL vers les HDL et LDL. En fait, le rôle de la CETP 

sur l'athérogénicité du profil lipoprotéique reste à l'heure actuelle ambigu. La CETP en 

transférant des esters de cholestérol des HDL vers les VLDL et LDL peut court-circuiter 

la voie d'élimination par les HDL du cholestérol excédentaire capté au niveau des tissus 

périphériques et éliminé par le foie. Cette voie de retour du cholestérol excédentaire est 

également appelée transport inverse ou transport "reverse" du cholestérol (figure 1). 

Dans ces conditions, la CETP serait potentiellement pro-athérogène. Cependant, les 

esters de cholestérol, transférés des HDL sur les VLDL et LDL, peuvent également être 

éliminés de la circulation sanguine via des récepteurs hépatiques (figure 1). Dans ces 

conditions, la CETP serait potentiellement anti-athérogène. 

Au cours de ces dernières années, de nombreuses études se sont attaché à 

expliquer les mécanismes de régulation de l'expression et de l'activité de la CETP. Cette 

protéine suscite un intérêt croissant d'un point de vue pharmacologique en particulier
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en ce qui concerne le développement d'inhibiteurs. En fait, la CETP peut être régulée 

par de nombreux facteurs endogènes et exogènes que nous évoquerons dans l'étude 

bibliographique. L'effet des acides gras non estérifiés a notamment été bien étudié in 

vitro. Il a été montré que la nature de ces acides gras (configuration cis ou trans, degré 

d'insaturation ou longueur de la chaîne carbonée) influence l'activité CETP. En 

revanche, peu d'études se sont intéressé à leur influence in vivo, vraisemblablement 

parce que dans des conditions physiologiques la majeure partie des acides gras est liée à 

l'albumine et qu'il semblait peu probable que la faible proportion liée aux lipoprotéines 

puisse avoir une influence quelconque sur l'activité CETP. 

Dans nos études, nous nous sommes attaché à mettre en évidence l'effet des acides 

gras non estérifiés - mais également d'autres dérivés carboxylés - sur l'activité CETP 

que ce soit dans des conditions physiologiques ou pathologiques telles que 

l'analbuminémie ou le syndrome néphrotique. Chez les sujets analbuminémiques, par 

exemple, la mise au point d'une méthode électrophorétique spécifique nous a permis de 

montrer que les échanges d'esters de cholestérol s'effectuaient préférentiellement avec 

les lipoprotéines les plus électronégatives dont le contenu en acides gras non estérifiés 

est le plus élevé. Dans toutes ces situations physiopathologiques, nous avons clairement 

démontré que les acides gras non estérifiés induisent des variations de l'activité CETP 

plasmatique par des phénomènes d'interaction électrostatique. Il nous a notamment 

semblé intéressant de considérer, au delà de l'effet de ces molécules proprement dites, 

l'existence d'un "effet charge" qui permettrait d'expliquer les modulations de l'activité de 

transfert. 
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A. Structure et biosynthèse de la CETP. 

 

I. Caractérisation moléculaire de la CETP. 
 

1. Le gène. 

 

Chez l'homme, le gène de la CETP, présent sous forme d'une copie unique par 

génome haploïde, occupe un locus d'environ 25 kpb (AGELLON et al. 1990) sur le bras 

long du chromosome 16 (région 16q12-21) (LUSIS et al. 1987) à proximité du gène de 

la LCAT (région 16q22) (AZOULAY et al. 1986). Le gène, séquencé à 42%, est composé 

de 16 exons et 15 introns (AGELLON et al. 1990). Les exons, qui ne constituent que 8% 

de la totalité du gène, présentent des tailles variant de 32 pb (exon 13) à 250 pb (exon 

16). Les introns, quant à eux, varient de 87 pb (intron 3) à environ 6 000 pb (intron 2) 

(AGELLON et al. 1990). Des polymorphismes au niveau du gène de la CETP peuvent 

induire des variations de la concentration plasmatique en CETP (FREEMAN et al. 1990, 

HANNUKSELA et al. 1994, MCPHERSON et al. 1996, KUIVENHOVEN et al. 1997). L'ADN 

complémentaire (ADNc) de la CETP a été cloné et séquencé chez de nombreuses 

espèces dont l'homme (DRAYNA et al. 1987), le singe cynomolgus (PAPE et al. 1991a), 

le lapin (NAGASHIMA et al. 1988) et le hamster (JIANG et al. 1991). La CETP du singe et 

celle de l'homme présentent des séquences en acides nucléiques et en acides aminés 

homologues à plus de 95% (PAPE et al. 1991a). Le pourcentage d'homologie n'est plus 

que d'environ 80% lorsque l'on compare les séquences humaines à celles du hamster 

(JIANG et al. 1991) ou à celles du lapin (NAGASHIMA et al. 1988). Par ailleurs, il a été 

montré que 7 résidus cystéine ainsi que 4 sites potentiels de glycosylation présents chez 

l'homme sont retrouvés chez le singe à la même position (DRAYNA et al. 1987, PAPE et 

al. 1991a). La comparaison inter-espèces montre que l'ARNm de la CETP du singe 

(1 800 bases) et de l’homme (1 900 bases) ont des tailles similaires mais inférieures à 

celle du lapin (2 200 bases) (PAPE et al. 1991a). Le promoteur du gène de la CETP 

humaine contient une séquence présentant des similitudes avec le site de liaison d'un 

activateur de la transcription (CCAAT/Enhancer-Binding Protein) (C/EBP-α) 

(AGELLON et al. 1992, TALL 1995). Par ailleurs, les ADNc de la CETP et de la protéine 

de transfert des phospholipides (PLTP) présentent des homologies entre eux et avec 
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d’autres protéines de la famille des "Lipopolysaccharide Binding Protein" (LBP) parmi 

lesquelles la LBP plasmatique et la "Neutrophil Bactericidal Permeability Increasing 

Protein" (NBPIP) (GRAY et al. 1989, SCHUMANN et al. 1990). La comparaison des 

séquences en acides aminés de la CETP et de la PLTP montrent que 20% de leurs 

acides aminés sont identiques (DAY 1994) et que l’organisation intron / exon des gènes 

de la CETP et de la PLTP est conservée (TALL 1995). En ce qui concerne la LBP 

plasmatique, la CETP présente avec cette dernière une homologie de séquence de 

l'ordre de 23%. 

 

 

 

2. Structure primaire. 
 

Chez l'homme, l'ADN de la CETP code pour une préprotéine de 493 acides 

aminés comprenant un prépeptide signal de sécrétion de 17 acides aminés et la protéine 

mature de 476 acides aminés (DRAYNA et al. 1987). La CETP présente ainsi une masse 

moléculaire de 53 108 Da, alors que la masse moléculaire apparente de la protéine 

mature est d'environ 74 kDa. Cette différence s'explique par la forte glycosylation de la 

protéine. En fait, divers études ont rapporté une masse moléculaire apparente variant de 

58 à 74 kDa (PATTNAÏK et al. 1978, IHM et al. 1982a, MORTON et al. 1982, ALBERS et 

al. 1984, SWENSON et al. 1987, HESLER et al. 1987, JARNAGIN et al. 1987, KATO et al. 

1989, OHNISHI et al. 1990, FUKASAWA et al. 1992, RAVNIK et al. 1992, STEVENSON et 

al. 1993). Il existe une séquence commune dans le peptide signal de la CETP humaine, 

de l'apoAIV, de l'apoAI et de la LPL. Ces protéines comportent en particulier un 

pentapeptide Val-Leu-Thr-Leu-Ala identique (AGELLON et al. 1990). La composition en 

acides aminés de la CETP met en évidence une forte proportion (45%) d'acides aminés 

hydrophobes (Val: 8,4%; Ile: 6,0%; Leu: 11,7%; Ala: 7,3%; Phe: 6,0%; Met: 1,8% et 

Pro: 4,3%) ce qui lui confère une hydrophobicité très largement supérieure à celle des 

apolipoprotéines plasmatiques (HESLER et al. 1987). Cette propriété permet d'expliquer 

son rôle dans le transfert des esters de cholestérol hydrophobes. 
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3. Structures secondaire et tertiaire. 

 

La CETP est composée de 32 à 35% d'hélice α et de 35% de structure β (DRAYNA 

et al. 1987, KO et al. 1993, CONNOLLY et al. 1996a). Elle possède par ailleurs une 

structure tertiaire hautement stabilisée, résistante au déploiement et nécessaire à son 

activité de transfert des esters de cholestérol (HESLER et al. 1989). Elle peut exister sous 

la forme d'un monomère (SWENSON et al. 1988), mais il a été montré que lorsqu'elle est 

soumise à électrophorèse en conditions natives, elle migre préférentiellement sous 

forme de dimère (Mr 140 000) (SWENSON et al. 1989). 

La partie carboxy-terminale de la CETP (acides aminés 412-476) est 

particulièrement hydrophobe. En effet, la séquence de 26 acides aminés de la région 

carboxy-terminale de ce segment contient 62% de résidus hydrophobes. 

Comparativement à l'apoB, qui est l'apolipoprotéine la plus hydrophobe, la CETP est 

très soluble en milieu aqueux. Cette propriété pourrait s'expliquer par le fait que les 

résidus apolaires seraient susceptibles de former une poche hydrophobe à l'intérieur de 

la molécule. Cette structure serait impliquée dans le transport des esters de cholestérol, 

et des triglycérides, en milieu aqueux (HESLER et al. 1987). 

 

 

 

4. Glycosylation. 

 

Des modifications post-traductionnelles de la CETP, telles que la glycosylation, 

permettent d’expliquer les différences de masses observées (STEVENSON et al. 1993). 

En effet, la CETP compte 14,2% d'oses dont 2,6% d'acide sialique, 7,4% d'hexoses et 

4,2% d'hexosamines (KATO et al. 1989) qui sont acquis durant l’étape intracellulaire de 

maturation de la protéine (SWENSON et al. 1987). Cette glycosylation intervient sur 

quatre sites : résidus Asn88, Asn240, Asn341 et Asn396 (DRAYNA et al. 1987). Il semble que 

la glycosylation, et en particulier l’addition de sucres N- liés, soit nécessaire à la 

sécrétion normale de la CETP dans le milieu, puisqu'une CETP non glycosylée est 

retenue par les cellules (AU-YOUNG et FIELDING 1992). Un traitement des cellules 

HepG2 par la tunicamycine, un inhibiteur de la N-glycosylation, entraîne l'inhibition de 
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la sécrétion de la CETP à plus de 90%. La N-glycosylation au niveau des Asn88 et Asn396 

est une étape critique pour la sécrétion de la CETP. A l'opposé, des mutations au niveau 

des Asn240 ou Asn341 n'entraînent pas de modification de la sécrétion et les mutants 

présentent une activité de transfert similaire voire augmentée par rapport aux témoins 

(STEVENSON et al. 1993). En fait, il a été supposé que l'attachement de résidus 

glucidiques au niveau de l'Asn88, qui se situe près de la partie N-terminale de la 

molécule, pouvait influencer les étapes de repliement de la protéine durant la 

translocation à travers le réticulum (STEVENSON et al. 1993). En utilisant des techniques 

de mutagenèse dirigée, STEVENSON et al. (1993) ont pu remplacer certains résidus 

acides aminés Asn par des résidus Gln permettant d'éliminer chaque site de N-

glycosylation. Ils ont ainsi pu démontrer que des variations de glycosylation modifiaient 

l'activité de la protéine. Le site de N-glycosylation sur l'Asn341 semble être utilisé de 

manière variable et serait responsable de la présence des deux principales formes de 

CETP (66 et 69 kDa) rencontrées dans le plasma humain (OHNISHI et al. 1990, 

STEVENSON et al. 1993). Le rapport entre ces deux isoformes pourrait être une source 

potentielle de variation d'activité CETP spécifique dans le plasma (STEVENSON et al. 

1993). 

 

 

5. Mutations ponctuelles du gène. 

 

De nombreuses mutations du gène de la CETP ont été décrites dans la littérature 

(BROWN et al. 1989, GOTODA et al. 1993, TAKAHASHI et al. 1993, FUNKE et al. 1994, 

ARAI et al. 1996, SAKAI et al. 1996, TAMMINEN et al. 1996). Ces mutations, souvent 

associées à une hyperalphalipoprotéinémie (BROWN et al. 1989, FUNKE et al. 1994, 

ARAI et al. 1996), provoquent des déficiences partielles ou totale en CETP. Les sujets 

mutés présentent alors des activités CETP plasmatiques diminuées par rapport à des 

sujets ayant un allèle normal (tableau 1). Ces déficiences génétiques en CETP, que ce 

soit chez des sujets homozygotes ou hétérozygotes, induisent donc des modifications du 

profil lipoprotéique et principalement une augmentation du cholestérol HDL et du taux 
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Tableau 1: Mutations du gène de la CETP. 
Mutation Localisation Type Effet 

 
Référence 

G→A 
 

Intron 14 (extrémité 5') substitution - défaut d'épissage du pré-ARNm 
- augmentation du taux de HDL 
- homozygotes: déficience totale en CETP 
- hétérozygotes: activité CETP réduite de moitié 
 

BROWN et al. 1989 

C→T Exon 10 (codon 309) non-sens 
(Gln309→Stop309) 

- absence de 168 résidus (acides aminés 309-476) de 
la partie carboxy terminale de la CETP 

- diminution du taux d'ARNm 
- sujets hyperalphalipoprotéinémique 
 

GOTODA et al. 1993 

A→G Exon 15 (codon 442) faux-sens 
(Asp442→Gly442) 

- homozygotes: activité CETP d'environ 36% par 
rapport au génotype non muté  

- hétérozygotes: diminution de la masse CETP (17 à 
26% de la valeur normale) et de l'activité 
spécifique (5 à 7% de la valeur normale) 

 

TAKAHASHI et al. 
1993 

G→T Exon 6 (codon 181) non-sens 
(Gly181→Stop181) 

- sujet hyperalphalipoprotéinémique 
- absence d'activité et de protéine CETP 
 

ARAI et al. 1996 

T→G 
et G→A 

Intron 10 
Intron 14 

substitution - élimination de l'exon 10 
- insertion d'une séquence de 31 pb entre l'exon 13 et 

14 de l'ADNc 
 

SAKAI et al. 1996 

G→A paire de base 1696 (région 
3' non codante) 

substitution - diminution d'activité d'environ 29% par rapport à 
un allèle normal 

TAMMINEN et al. 1996 
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d’apoAI (INAZU et al. 1990, TAKAHASHI et al. 1993) qui sont généralement associées à 

une diminution du risque athérogène. Cependant, des études contradictoires laissent à 

penser que la relation entre déficience génétique en CETP et réduction du risque 

athérogène n’est pas aussi simple. En fait, l'augmentation de la longévité observée chez 

certaines personnes déficientes en CETP (INAZU et al. 1990) est tempérée par la mise en 

évidence de sujets déficients présentant des maladies cardiovasculaires prématurées. 

Ainsi, chez des sujets américains originaires du Japon présentant une mutation au 

niveau du gène de la CETP (Asp442→Gly442, 5,1% et intron 14G:A, 0,5%), ZHONG et al. 

(1996) ont récemment mis en évidence une augmentation du risque cardiovasculaire 

associée à une diminution de la CETP (-35%) et à une augmentation du cholestérol 

HDL (+10% pour Asp442→Gly442). Ces données confirment d’une part des études 

réalisées chez des souris transgéniques (HuCIII/CETPTg) hypertriglycéridémiques, chez 

lesquelles l’expression de la CETP inhibe le développement de lésions athéroscléreuses 

précoces (HAYEK et al. 1995), et d’autre part des études montrant des atteintes 

cardiovasculaires précoces et un arcus cornéen chez des sujets génétiquement déficients 

en CETP et présentant une faible activité de leur lipase hépatique (HIRANO et al. 1995). 

 

 

 

II. Expression de la CETP dans différents tissus et cellules. 
 

1. Localisation tissulaire. 

 

Alors que chez l'homme la distribution de la CETP est relativement ubiquitaire, 

elle est principalement hépatique chez d'autres espèces. Chez l'homme, le foie, l’intestin 

grêle, les surrénales et la rate (DRAYNA et al. 1987) synthétisent la CETP. Une activité 

de transfert a également été mesurée dans le liquide céphalo-rachidien, mettant ainsi en 

évidence une synthèse directe de CETP par le cerveau (ALBERS et al. 1992, YAMADA et 

al. 1995). L'activité de transfert au niveau cérébral représente environ 12% de l'activité 

plasmatique. La CETP pourrait donc avoir un rôle dans le transport et la redistribution 

des lipides dans le système nerveux central. Au niveau du tissu adipeux, la taille des 

adipocytes et la concentration en cholestérol membranaire semblent influencer 
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l'expression du gène de la CETP (RADEAU et al. 1995). Chez le hamster le tissu 

adipeux, le coeur et le muscle squelettique sont les principales sources d'ARNm de 

CETP, alors que l'expression est plus faible au niveau de l'estomac, de la rate et du foie 

(JIANG et al. 1991). Chez le singe, l'analyse tissulaire montre que le foie et l'aorte 

thoracique expriment des niveaux élevés d'ARNm de CETP alors que ces derniers sont 

plus faibles au niveau des surrénales, de la rate et de l'aorte abdominale et indétectables 

dans le cerveau, les reins, l'intestin et les muscles squelettiques (PAPE et al. 1991a). 

Compte tenu de la masse du foie et du tissu adipeux, PAPE et al. (1991a) ont démontré 

que ces tissus étaient les principaux responsables de la production de CETP chez le 

singe. Chez le lapin et le singe, les ARNm de CETP sont localisés principalement dans 

le foie, au niveau des cellules hépatiques non-parenchymateuses, de manière plus faible 

dans les surrénales et le rein et sont indécelables dans la rate. (NAGASHIMA et al. 1988, 

PAPE et al. 1991a-b, REA et al. 1993). 

 

 

 

2. Sécrétion. 

 

La CETP peut être synthétisée et sécrétée par nombreux types cellulaires que ce 

soient des macrophages humains (TOLLEFSON et al. 1985, FAUST et al. 1990), des 

cellules hépatiques HepG2 (SWENSON et al. 1987, FAUST et al. 1989, SPERKER et al. 

1993), des cellules entérocytaires CaCo2 (FAUST et ALBERS 1988) ou bien encore des 

lignées cellulaires SW872 isolées à partir de liposarcomes humains (RICHARDSON et al. 

1996). Cette sécrétion peut-être régulée par la présence, dans le milieu d'incubation, 

d'acides gras tels que l'oléate de sodium, pour les cellules CaCO2 (FAUST et al. 1990), ou 

de butyrate de sodium pour les cellules HepG2 (SPERKER et al. 1993). De même, 

l'addition de LDL, à un milieu de culture contenant des cellules SW872, augmente la 

sécrétion d'activité CETP dans le milieu d'incubation. Le cholestérol LDL et le 25-OH 

cholestérol sont également capables d'induire une augmentation du taux d'ARNm de 

CETP. Ces données suggèrent que le cholestérol pourrait induire une augmentation de la 

quantité d'ARNm et entraînerait secondairement une augmentation du taux de CETP 

(RICHARDSON et al. 1996). 
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III. Régulation de l'expression du gène. 

 

De nombreuses études ont montré que le gène de la CETP pouvait être régulé par 

des variations d'états métaboliques et nutritionnels. En particulier, des régimes riches en 

cholestérol induisent, au niveau de différents tissus (tissu adipeux, coeur, muscle 

squelettique, hépatocytes), une augmentation de la transcription du gène de la CETP 

d'où une augmentation du taux d'ARNm (QUINET et al. 1990, JIANG et al. 1991, 

WARREN et al. 1991, JIANG et al. 1992, AGELLON et al. 1992, QUINET et al. 1993, 

MARTIN et al. 1993). La régulation de l’expression du gène de la CETP, en réponse à 

des régimes riches en cholestérol ou à des hypercholestérolémies endogènes, serait 

dépendante de la présence de séquences encadrantes de ce gène (JIANG et al. 1992, 

MASUCCI-MAGOULAS et al. 1996, OLIVEIRA et al. 1996). De plus, cette réponse varierait 

en fonction de différents génotypes en apoE (MARTIN et al. 1993). L’expression du gène 

peut également être influencée par d’autres facteurs tels que les lipopolysaccharides 

(LPS) et les corticostéroïdes qui peuvent induire, chez l’homme et chez les souris 

transgéniques-CETP, une diminution de la synthèse hépatique d'ARNm ou une 

réduction du taux plasmatique de CETP (MASUCCI-MAGOULAS et al. 1995). De même, 

les taux d’ARNm hépatiques, adipeux, cardiaques ou musculaires peuvent être diminués 

par injection intraveineuse d’oligodésoxynucléotides antisens chez le lapin (SUGANO et 

al. 1996) ou par certaines endotoxines et cytokines chez les hamsters (HARDARD�TTIR 

et al. 1996) ce qui induit des modifications du profil lipoprotéique. 
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IV. Epissage alternatif de l'ARNm de CETP. 

 

INAZU et al. (1992a) ont rapporté l'existence d'un ARNm dans lequel l’exon 8 est 

directement lié à l’exon 10. L’expression cellulaire de cette protéine délétée pour l’exon 

9 (∆E9-CETP) conduit à la synthèse d’une protéine de plus petite taille, relativement 

abondante. L'ARNm de la ∆E9-CETP représente 15 à 35% de l'ARNm total de la CETP 

dans le foie et le tissu adipeux, 35 à 65% dans la rate (QUINET et al. 1993) et environ 

30% dans des lignées cellulaires isolées à partir de liposarcomes humains SW872 

(RICHARDSON et al. 1996). Le polypeptide codé par cet épissage alternatif est inactif 

pour le transfert de lipides neutres. Par ailleurs, la ∆E9-CETP est faiblement sécrétée et 

inhibe la sécrétion de la CETP "sauvage" par formation d'un complexe hétéromérique 

entre ces deux types de CETP (QUINET et al. 1993). L’épissage alternatif pourrait être 

un mécanisme de régulation post-traductionnel permettant de réduire l’expression de la 

CETP (TALL 1995, YANG et al. 1996). 

 

 

 

B. Fonctions de la CETP. 

 

I. Transfert de lipides par la CETP. 

 

1. Transfert de lipides entre les lipoprotéines. 

 

In vitro, la CETP catalyse les transferts bidirectionnels de lipides neutres entre 

toutes les fractions lipoprotéiques isolées (BARTER et LALLY 1979a, BARTER et al. 

1979b, HOPKINS et BARTER 1980, BARTER et al. 1981, HESLER et al. 1988), c'est à dire 

un transfert d'esters de cholestérol des HDL et LDL vers les VLDL, et de triglycérides 

des VLDL (lipoprotéines riches en TG) vers les HDL et LDL (lipoprotéines pauvres en 

TG). 

In vivo, les LDL et HDL ayant une vitesse de catabolisme relativement faible (de l'ordre 

de 1-2%/h) (BARTER et LALLY 1979a) et un rapport EC / TG similaire, leurs pools 

d'esters de cholestérol et de triglycérides vont s'équilibrer (figure 2). In vitro, on met le 
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plus souvent en évidence un échange soit de triglycérides (BARTER et al. 1979b) soit 

d'esters de cholestérol (SNIDERMAN et al. 1978) sans transfert de masse. Néanmoins, 

lorsque des lipoprotéines sont incubées pendant 24h, la CETP présente dans le milieu 

d'incubation induit un transfert net massique d'esters de cholestérol des HDL vers les 

LDL (BARTER et al. 1990b, GAMBERT et al. 1990). L'équilibre des pools d'esters de 

cholestérol entre ces deux fractions lipoprotéiques n’intervient qu'après 1 à 3 h 

d'incubation. Chez des sujets présentant une hyperlipidémie combinée - dyslipidémie 

caractérisée par une augmentation du taux de VLDL et LDL et une réduction du taux de 

HDL - il a été mis en évidence une augmentation du transfert net massique d’esters de 

cholestérol des HDL vers les VLDL et un échange d’esters de cholestérol, sans transfert 

de masse, des HDL vers les LDL (GUERIN et al. 1996b). A l'opposé, les VLDL 

présentent un taux de catabolisme relativement élevé (10-40%/h) (BARTER et LALLY 

1979a) et un rapport EC / TG faible par rapport aux HDL et LDL. Dans ces conditions, 

on n'observe pas in vivo d'équilibre des pools d'esters de cholestérol et de triglycérides 

dans ces fractions lipoprotéiques. In vitro, on note un transfert net massique  

de triglycérides des lipoprotéines riches en triglycérides (VLDL) vers les lipoprotéines 

pauvres en triglycérides (HDL et LDL) et un transfert net massique, réciproque et 

équimoléculaire d'esters de cholestérol des HDL et LDL vers les VLDL (HOPKINS et 

BARTER 1980, BARTER et al. 1980b, MORTON et ZILVERSMIT 1983, YEN et al. 1989). 

 

 

 

2. Transfert de lipides avec les cellules. 

 

Outre son rôle dans le transfert des lipides neutres entre les lipoprotéines, la CETP 

favorise également l'efflux d'esters de cholestérol et de triglycérides depuis diverses 

cellules (cellules musculaires lisses aortiques, macrophages péritonéaux, macrophages 

perméabilisés) vers le milieu de culture (STEIN et al. 1985, STEIN et al. 1986, MORTON 

1988b). Elle permet également le transfert d'esters de cholestérol des HDL vers des 

cellules hépatocytaires tumorales en culture (HepG2) (GRANOT et al. 1987, RINNINGER 



   

Figure 2: Equilibration des esters de cholestérol et triglycérides entre HDL et LDL. (D'après: Barter et al. (1990) Atherosclerosis 84, 13-24) 
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et PITTMAN 1989, FRANCIS et al. 1991), vers des cellules musculaires lisses, et dans une 

moindre mesure vers des fibroblastes mais semble sans influence sur le transfert d'esters 

de cholestérol des HDL vers les cellules endothéliales ou les macrophages J774 

(GRANOT et al. 1987). Des différences dans les vitesses de transfert ont été mises en 

évidence par FRANCIS et al. (1991) qui ont montré que lorsque le transfert d'esters de 

cholestérol s'effectuait des LDL vers des cellules HepG2 il était environ 25 fois 

supérieur à celui observé à partir des HDL. La CETP n'agirait pas en augmentant la 

liaison ou la fusion des HDL avec la surface cellulaire, mais en tant que transporteur 

lipidique (GRANOT et al. 1987). La CETP interviendrait également au niveau de 

l'homéostasie cellulaire du cholestérol, puisqu'une charge en esters de cholestérol au 

niveau des macrophages entraîne une augmentation, dose-dépendante, de la synthèse de 

CETP dans ces cellules (FAUST et al. 1990). Ce mécanisme peut être important dans la 

captation d'esters de cholestérol à partir de cellules chargées en lipides comme celles 

présentes dans les lésions athéroscléreuses et pourrait constituer un mécanisme de 

protection en réponse à l'accumulation de cholestérol au niveau des macrophages de la 

paroi artérielle (FAUST et al. 1990). 

 

 

 

II. Rôle de la CETP sur les changements de taille des lipoprotéines. 
 

1. Conversion des HDL. 

 

Les HDL interviennent dans le transport du cholestérol des tissus périphériques 

vers le foie, ce qui constitue le transport inverse du cholestérol. Ces lipoprotéines sont 

composées de deux sous-fractions principales différant par leur taille, leur densité et leur 

composition apolipoprotéique (CHEUNG et ALBERS 1984). On met ainsi en évidence une 

sous fraction de grande taille (HDL2) et une sous-fraction de taille plus faible (HDL3). 

Chacune de ces sous-fraction est elle-même hétérogène, puisqu'en utilisant des 

techniques d'électrophorèse sur gel en gradient on montre que les HDL2 peuvent être 

séparées en deux sous-fractions (HDL2b, HDL2a de diamètre respectif 10,6 et 9,2 nm) et 
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les HDL3 en trois sous-fractions (HDL3a, HDL3b, HDL3c de respectivement 8,4; 7,9 et 7,6 

nm de diamètre) (BLANCHE et al. 1981) (figure 3). 

L’hétérogénéité de ces sous-populations de HDL implique des fonctions métaboliques 

(CASTRO et FIELDING 1988) et physiopathologiques différentes, puisqu'un rôle de 

protection vis-à-vis de l'athérosclérose a été conféré aux HDL2 (ANDERSON et al. 1978, 

SHEPHERD et al. 1980). A l'opposé, un taux faible de cholestérol HDL est associé à une 

augmentation du risque cardiovasculaire, reflétant une réduction des sous-populations 

de HDL de plus grande taille et plus denses (ANDERSON et al. 1978, JOHANSSON et al. 

1991, CHEUNG et al. 1991, FÖGER et al. 1995). Des facteurs susceptibles de moduler la 

distribution des sous-populations de HDL peuvent donc présenter une importance 

particulière en termes de métabolisme normal et de prédisposition à l'athérosclérose. 

In vitro, l'incubation d'un plasma humain non traité entraîne une diminution de la 

population de HDL3a et HDL3b et la formation à la fois de particules de plus grande taille 

(HDL2a) et de particules de plus petite taille (HDL3c) (NICHOLS et al. 1981). 

Différents facteurs peuvent être impliqués dans ce phénomène de conversion : 

 * la LCAT qui permet l’estérification du cholestérol libre en cholestérol estérifié. 

Ce dernier va alors s'accumuler au coeur des particules HDL et augmenter leur taille 

(DAERR et GRETEN 1982, SCHMITZ et al. 1981, RAJARAM et BARTER 1986), 

 * la LPL, en hydrolysant les triglycérides dans les chylomicrons et les VLDL, 

libère des composés de surface qui peuvent s'associer avec des HDL et ainsi contribuer à 

la conversion des HDL3 en HDL2 (PATSCH et al. 1978, TALL et al. 1982), 

 * l'HL, en hydrolysant les triglycérides et les phospholipides des HDL2, donne 

naissance à des HDL3 (SHIRAI et al. 1981, GROOT et al. 1983) et à des pré-β1 HDL de 

plus petite taille (BARRANS et al. 1994), 

 * la PLTP peut également intervenir dans les phénomènes de conversion des 

HDL en l’absence d’autres fractions lipoprotéiques en donnant naissance à des HDL de 

grande taille ainsi qu'à des particules de très petite taille à partir d’une population de 

HDL de taille intermédiaire (JAUHIAINEN et al. 1993, TU et al. 1993, PUSSINEN et al. 

1995, PULCINI et al. 1995, ALBERS et al. 1995, LAGROST et al. 1996, LAGROST 1997). 

 * enfin, la CETP en favorisant le transfert d'esters de cholestérol des HDL vers 

les autres particules lipoprotéiques entraîne l'apparition de populations HDL de plus 
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D’après  Blanche et al. (1981) Biochim. Biophys. Acta 665, 408-419 
 Cheung et al. (1984) J. Biol. Chem. 259, 12201-12209.
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Figure 3: Caractérisation des sous-populations de HDL dans le plasma humain.
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grande et de plus petite taille (HA et al. 1983, HOPKINS et al. 1985, ELLSWORTH et al. 

1987, BARTER et al. 1990c, LAGROST et al. 1996, RYE et al. 1997, LAGROST 1997). Ce 

phénomène de conversion des HDL par la CETP, qui est stimulé par les acides gras 

(BARTER et al. 1990c, LAGROST 1992b), peut se produire en l'absence de transferts 

lipidiques entre les HDL et d'autres fractions lipoprotéiques (LAGROST et al. 1990, 

BARTER et al. 1990c). Il a été montré que le transfert d'esters de cholestérol des HDL 

vers les autres lipoprotéines s'accompagnait d'un transfert équimolaire de triglycérides 

en sens inverse (NICHOLS et SMITH 1965, CHAJEK et FIELDING 1978). Or, le volume 

moléculaire des triglycérides étant environ 1,5 fois supérieur à celui des esters de 

cholestérol (SHEN et al. 1977), le remplacement des esters de cholestérol par des 

triglycérides dans le coeur des particules lipoprotéiques pourrait expliquer 

l'augmentation de taille des HDL3 observée dans certaines études (HOPKINS et al. 1985). 

La formation de particules de plus petite taille pourrait quant à elle être expliquée soit 

par un transfert d'esters de cholestérol des HDL vers les VLDL non associé à un 

transfert réciproque, mole à mole, de triglycérides (HOPKINS et al. 1985) soit par la 

dissociation de l'apoAI à la surface des lipoprotéines lors du phénomène de conversion 

(LAGROST 1992b, KUNITAKE et al. 1992) ou bien encore par un mécanisme impliquant 

la fusion de particules. En effet, RYE et al. (1997) ont récemment démontré que la 

CETP, en favorisant la fusion de deux particules HDL reconstituées (HDLr), donne 

naissance à un composé instable qui se réorganise en trois particules de plus petites 

tailles. 

 

 

 

2. Distribution en taille des LDL. 
 

La CETP joue également un rôle dans les changements de taille des LDL 

(DECKELBAUM et al. 1982, YAMASHITA et al. 1988, GAMBERT et al. 1990, SAKAI et al. 

1991, LAGROST et al. 1993). En effet, des études effectuées sur des sujets déficients en 

CETP montrent que ces derniers présentent des LDL de petite taille (YAMASHITA et al. 

1988, SAKAI et al. 1991). A l'opposé, lorsque la CETP est présente, elle va permettre la 

formation, à partir de LDL de petite taille et denses, d'une population homogène de plus 
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grande taille en transférant des esters de cholestérol depuis les HDL (GAMBERT et al. 

1990, SAKAI et al. 1991) ou des triglycérides des VLDL vers les LDL (DECKELBAUM et 

al. 1982). L'action d'hydrolyse des triglycérides sur ces LDL peut produire des LDL de 

plus petite taille (DECKELBAUM et al. 1982). 

 

 

C. Mécanismes d'action et régulation de l'activité CETP. 

 

I. Etapes clés de la réaction de transfert des esters de cholestérol. 
 

1. Modèles cinétiques. 

Le mécanisme cinétique permettant d'expliquer le transfert de lipides neutres d'un 

substrat lipoprotéique vers un autre est, à l'heure actuelle, toujours controversé. 

Cependant, comme le montre la figure 4, deux modèles cinétiques principaux ont été 

proposés (IHM et al. 1982b, BARTER et JONES 1980a). 

Dans un premier modèle (figure 4-A) la CETP agirait comme une "navette" en 

transportant les esters de cholestérol et les triglycérides entre les diverses fractions 

lipoprotéiques (BARTER et al. 1980a, SWENSON et al. 1988). Dans ce cas, la CETP se 

lierait avec une lipoprotéine donneuse à la surface de laquelle elle capterait une 

molécule de lipide neutre (CE) sur un site de liaison. Elle se dissocierait ensuite de la 

HDL, diffuserait dans le milieu et entrerait en contact avec une lipoprotéine acceptrice 

(VLDL ou LDL) avec laquelle elle échangerait une autre molécule de lipide neutre 

(TG). 

Dans un second modèle (figure 4-B), la CETP permettrait la formation d'un 

"complexe ternaire" en impliquant une lipoprotéine donneuse et une lipoprotéine 

acceptrice (IHM et al. 1982b, AU-YOUNG et FIELDING 1992, LAGROST et BARTER 1992c, 

RYE et al. 1997). Dans cette situation, la CETP resterait liée à la lipoprotéine donneuse, 

avec laquelle elle diffuserait dans le milieu, jusqu'à ce que le complexe entre en 

collision avec une lipoprotéine acceptrice. La CETP pourrait alors échanger les 

molécules de lipides neutres dans un complexe ternaire dont la formation serait 



 1

Figure 4: Modèles cinétiques de la réaction de transfert des esters de cholestérol et triglycérides, CETP-dépendants. 

(D’après: Lagrost et al. (1994) Biochim. Biophys. Acta 1215, 209-236)
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augmentée en présence d’acide oléique (LAGROST et BARTER 1992c). Un troisième 

modèle, similaire au second impliquant la présence d'un dimère de CETP avait été 

proposé (TALL 1993). Cependant, il semble que la CETP se lie aux HDL sous forme 

d'un monomère et que dans les conditions physiologiques, la CETP se trouve sous 

forme monomérique en solution (BRUCE et al. 1995a, CONNOLLY et al. 1996a). 

Il est donc peu probable que le mécanisme de transfert des lipides neutres 

implique la formation d'un dimère de CETP (TALL 1995). Il semble cependant que ces 

deux mécanismes ("navette" et "complexe ternaire") ne s'excluent pas l'un l'autre 

(BARTER et al. 1990b). Le modèle de "navette" pourrait expliquer l'hétéroéchange 

d'esters de cholestérol et triglycérides entre les lipoprotéines, alors que le modèle de 

"complexe ternaire" expliquerait la conversion des HDL en particules de plus petite 

taille, appauvries en lipides (BARTER et al. 1990b, RYE et al. 1997). 

En fait, quel que soit le mécanisme d'action de la CETP, il est généralement admis 

que l'échange de lipides neutres fait intervenir deux étapes principales : 1°/ l’interaction 

de la CETP avec les particules lipoprotéiques, 2°/ la prise en charge des molécules de 

lipides neutres. 

 

 

 

2. Liaison de la CETP aux lipoprotéines. 

 

La réaction de transfert des lipides implique une association physique entre la 

CETP et les substrats lipoprotéiques (MORTON 1985). En effet, il existe une forte 

corrélation entre l'augmentation de liaison de la CETP aux lipoprotéines et l'activité de 

transfert (MORTON 1985, SAMMETT et TALL 1985). Cependant, la liaison entre la CETP 

et les VLDL et LDL est plus labile que celle intervenant entre la CETP et les HDL 

(PATTNAIK et ZILVERSMIT 1979, GROENER et al. 1984, MORTON 1985). L’affinité de la 

CETP pour les lipoprotéines est gouvernée par des interactions électrostatiques et 

hydrophobes (PATTNAIK et ZILVERSMIT 1979, NISHIDA et al. 1993). On pensait que cette 

interaction pouvait faire intervenir soit des triplets lysine (acides aminés 377-379) 

chargés positivement, présents à la surface de la CETP (WANG et al. 1991) soit une 

séquence carboxy-terminale Phe454-Leu455-Leu456-Leu457 (AU-YOUNG et FIELDING 1992). 
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Or, à l’heure actuelle, il est admis que la liaison entre la CETP et les lipoprotéines 

implique : 

 - les résidus Lys233 et Arg259 (JIANG et al. 1995), chargés positivement, présents à 

la surface de la CETP, 

 - et des composés lipoprotéiques de surface chargés négativement (groupement 

phosphate des phospholipides, groupement carboxylique des acides gras non estérifiés 

ou les résidus chargés négativement des molécules d’apolipoprotéines) (PATTNAIK et 

FIELDING 1979, SAMMETT et TALL 1985, KATO et al. 1989, NISHIDA et al. 1993, WANG 

et al. 1995, MASSON et al. 1996, RAJARAM et SAWYER 1997). 

Il semble par ailleurs qu'une charge électronégative optimale à la surface de la 

lipoprotéine soit nécessaire pour obtenir une interaction optimale de la CETP avec les 

substrats lipoprotéiques et une activité de transfert maximale (NISHIDA et al. 1993, 

MASSON et al. 1996). Ainsi, il a été démontré que des modifications de la charge 

électronégative à la surface des lipoprotéines, induites soit par accumulation d'acides 

gras durant la lipolyse (SAMMETT et TALL 1985) soit par des variations de pH 

(SAMMETT et TALL 1985) ou bien encore par des modifications chimiques 

(succinylation ou acétylation) (KATO et al. 1989, NISHIDA et al. 1993), modifient à la 

fois l'interaction entre la CETP et les lipoprotéines et l'efficacité de la réaction de 

transfert. En se fondant sur ce principe d’interactions électrostatiques, des inhibiteurs 

pharmacologiques de la CETP ont pu être récemment proposés (PIETZONKA et al. 1996). 

 

 

 

3. Liaison de la CETP aux lipides neutres. 
 

La CETP présenterait un site de liaison des lipides neutres au niveau des 26 acides 

aminés de sa partie carboxy-terminale (AU-YOUNG et FIELDING 1992). En effet, les 

anticorps TP2 se liant à cet épitope de 26 acides aminés sont susceptibles d'inhiber le 

transfert lipidique soit en bloquant la liaison des lipides à la CETP (SWENSON et al. 

1989) soit en créant un encombrement stérique local (WANG et al. 1993). Les acides 

aminés 454-457 (AU-YOUNG et FIELDING 1992) ou 470-475 (WANG et al. 1995), 

formant la partie carboxy-terminale de la CETP, pourraient faire partie d'un site de 
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liaison des lipides neutres directement impliqué dans le mécanisme de transfert. L'hélice 

carboxy-terminale de la CETP formerait une queue flexible qui pénétrerait dans la 

lipoprotéine après la liaison avec cette dernière. La face hydrophobe de l'hélice pourrait 

alors entrer en contact avec une molécule de lipide neutre et la lier dans une poche 

formée par l'hélice carboxy-terminale et les régions hydrophobes voisines. Il semblerait 

qu’au niveau de cette poche hydrophobe existe un résidu cystéine essentiel à la réaction 

de transfert (CONNOLLY et al. 1996c). Chez le singe, il existerait deux sites spécifiques 

de liaison des triglycérides et des esters de cholestérol (MELCHIOR et al. 1995). Ainsi, 

des modifications conformationnelles, induites par la liaison d'une molécule d'esters de 

cholestérol sur un site de liaison, empêcherait l'accessibilité aux triglycérides sur le 

second site et réciproquement. 

En résumé, on peut envisager deux étapes principales permettant d'expliquer la 

réaction de transfert des esters de cholestérol (figure 5). Dans une première étape (Etape 

I) un ou plusieurs groupements chargés positivement, présents à la surface de la CETP, 

interagiraient avec des groupements chargés négativement (groupement phosphate des 

phospholipides, groupement carboxylique des acides gras non estérifiés ou charge 

négative des molécules d’apolipoprotéines), présents à la surface de la lipoprotéine. 

Cette interaction induirait des changements conformationnels de la CETP, permettant le 

démasquage d'un site de liaison spécifique des lipides neutres (Etape II) qui pourrait 

ainsi capter une molécule d'esters de cholestérol ou de triglycéride. 

 

 

 

II. Facteurs modifiant la réaction de transfert des esters de cholestérol. 
 

1. Concentration en substrats lipoprotéiques. 

 

Outre la masse CETP, divers facteurs plasmatiques peuvent modifier l’activité de 

transfert. Ainsi, le taux de transfert des esters de cholestérol entre les HDL et les 
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Figure 5: Mécanisme de liaison supposé entre les lipoprotéines et la CETP.  Dans l’étape I, un  
site chargé positivement sur la molécule de CETP interagirait avec au moins un site chargé  
négativement (groupement phosphate des phospholipides, groupement carboxylique des acides  
gras non estérifiés ou charge négative des molécules d’apolipoprotéines) à la surface de la  
lipoprotéine. La liaison de la CETP à la lipoprotéine pourrait induire des modifications  
conformationnelles de la CETP, démasquant un site de liaison des lipides neutres. Dans l’étape II,  
une molécule de lipide neutre localisée près d’un groupement acyl du manteau phospholipidique  
pourrait se lier au site de liaison des lipides neutres avant d’être transférée vers une autre  
lipoprotéine. (D’après: Lagrost et al. (1994) Biochim. Biophys. Acta 1215, 209-236.)
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lipoprotéines contenant l'apoB semble être influencé à la fois par la concentration 

relative et la concentration absolue des diverses fractions lipoprotéiques (BARTER et 

JONES 1980a, RYE et BARTER 1992b). Il a été montré que le taux de transfert des esters 

de cholestérol entre les HDL et les LDL augmente parallèlement à la concentration en 

LDL (BARTER et JONES 1980a, BARTER et al. 1982b, KURASAWA et al. 1985) ou en 

VLDL (MARCEL et al. 1980, BARTER et al. 1982a, LASUNCION et al. 1992) pour 

atteindre un maximum au-delà d'un rapport molaire accepteur / donneur de 2 / 1 

(MARCEL et al. 1980). A l'opposé, l'augmentation de concentration en HDL réduit le 

taux de transfert des esters de cholestérol entre les HDL et les VLDL + LDL (BARTER et 

JONES 1980a, BARTER et al. 1982b, LAGROST et al. 1993). En fait, il semble que le 

rapport lipoprotéines donneuses (HDL) sur lipoprotéines acceptrices (VLDL ou LDL) 

soit un facteur déterminant dans la régulation des phénomènes de transfert d'esters de 

cholestérol puisque de fortes concentrations en HDL, par rapport aux VLDL ou LDL, 

peuvent totalement supprimer le transfert d'esters de cholestérol marqués des HDL vers 

les VLDL et LDL (TOLLEFSON et al. 1988). Cette observation pourrait s'expliquer par le 

fait que la CETP ne favorise pas uniquement le transfert d'esters de cholestérol des HDL 

vers les autres fractions lipoprotéiques mais également entre différentes fractions HDL. 

Les complexes CETP / HDL étant plus stables que ceux formés avec d'autres 

lipoprotéines (PATTNAIK et ZILVERSMIT 1979, MORTON 1985) on peut donc envisager 

qu'une augmentation de concentration des HDL accroisse la probabilité des transferts 

d'esters de cholestérol, CETP-dépendants, intra-HDL au détriment d'échanges inter-

lipoprotéines (BARTER et JONES 1980a, IHM et al. 1982b, TOLLEFSON et al. 1988, RYE et 

BARTER 1992b, LAGROST et al. 1993). 

La concentration en lipoprotéines riches en triglycérides semble également être un 

facteur important de régulation de l'activité CETP, puisqu'une augmentation du taux de 

lipoprotéines acceptrices riches en triglycérides entraîne un accroissement du transfert 

net massique d'esters de cholestérol depuis les HDL (TALL 1986, DOUSSET et al. 1989, 

MANN et al. 1991). In vivo, chez des sujets normolipidémiques, la concentration en 

VLDL plasmatiques serait un facteur limitant du transfert massique d'esters de 

cholestérol vers ces lipoprotéines. A l'opposé, chez des sujets hypertriglycéridémiques 

présentant un taux élevé de VLDL plasmatiques, le facteur limitant serait la masse de la 

CETP (MANN et al. 1991, LAGROST 1994a, GUERIN et al. 1996c). En d'autres termes, 
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chez des sujets normolipidémiques, où la CETP est en excès, la disponibilité en 

triglycérides (concentration en VLDL) limite le taux de transfert net des esters de 

cholestérol alors que chez des sujets hypertriglycéridémiques, où la concentration en 

VLDL plasmatiques est accrue, le transfert net d'esters de cholestérol est sous la 

dépendance de la masse de CETP. 

 

 

 

2. Contenu lipidique des lipoprotéines. 

 

Il a été montré que la composition des VLDL et des LDL était à même d'affecter 

la réaction de transfert des esters de cholestérol des HDL vers ces lipoprotéines 

acceptrices (DULLAART et al. 1987). Ainsi, pour les VLDL, la composition de la 

particule dans son ensemble paraît avoir une importance dans la réaction de transfert, 

alors qu'au niveau des LDL, seule la composition de la surface de la particule 

modulerait la capacité à recevoir des esters de cholestérol (DULLAART et al. 1987). En 

fait, les caractéristiques de surface pourraient être importantes pour l’échange 

bidirectionnel sans transfert de masse, alors que la composition du coeur régulerait le 

transfert net massique (EISENBERG 1985, DULLAART et al. 1987). 

 

 

 

2.1. Composés de surface. 

 

Comme nous l'avons dit précédemment, les composés de surface des lipoprotéines 

influencent la réaction de transfert d'esters de cholestérol (DULLART et al. 1987, 

MORTON et STEINBRUNNER 1990). L'activité de transfert des lipides étant dépendante de 

l'interaction de la CETP avec les lipides présents à la surface des lipoprotéines, des 

variations de la concentration en cholestérol libre pourraient, en modifiant la fluidité des 

lipides de surface, modifier la disponibilité des esters de cholestérols et des triglycérides 

pour la CETP (MORTON 1988a). Ainsi, l’enrichissement des lipoprotéines en cholestérol 
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libre entraîne une augmentation du transfert net d’esters de cholestérol des HDL vers les 

VLDL (MORTON 1988a). 

 

 

 

2.2. Esters de cholestérol et triglycérides. 

 

Ces composés sont également capables d'influencer l'activité CETP (DULLART et 

al. 1987, SPARKS et PRITCHARD 1989a, SPARKS et al. 1989b). La cinétique de transfert 

des esters de cholestérol d'une particule donneuse vers une particule acceptrice sera 

favorisée si la particule acceptrice est riche en triglycérides et pauvre en esters de 

cholestérol comme c'est le cas pour les VLDL. Ainsi, il a été démontré que les meilleurs 

accepteurs d'esters de cholestérol étaient, parmi les VLDL, les VLDL de grande taille 

qui sont les plus riches en triglycérides (NOËL et al. 1984, EISENBERG 1985, DULLART et 

al. 1987) et parmi les LDL, les LDL de grande taille (MARZETTA et al. 1993, GUERIN et 

al. 1994a). Chez des sujets hypertriglycéridémiques, on observe d'ailleurs la présence de 

VLDL enrichies en esters de cholestérol (EISENBERG et al. 1984) alors que les LDL et 

HDL sont riches en triglycérides (DECKELBAUM et al. 1984). Il existe par ailleurs une 

corrélation négative entre le rapport triglycérides / esters de cholestérol des HDL et leur 

capacité à donner des esters de cholestérol (AHNADI et al. 1993b). 

 

2.3. Acides gras non estérifiés. 

 

Les groupements ionisés des acides gras non estérifiés, localisés sur la couche 

externe de VLDL lipolysées, modulent l'activité de transfert des esters de cholestérol 

des HDL vers les VLDL (TALL et al. 1984, SAMMETT et TALL 1985). Cet effet inducteur 

est diminué par des variations de pH (de 7,5 à 6,0) indiquant par conséquent 

l'importance des groupements carboxyliques ionisés des acides gras (SAMMETT et TALL 

1985). La lipolyse augmente la liaison entre la CETP et les HDL en raison d'un 

enrichissement des HDL en phospholipides et acides gras. Des HDL isolées du plasma 

en période postprandiale, enrichies en phospholipides, sont de meilleurs substrats pour 

la CETP que des HDL isolées en période de jeûne (TALL 1986b). De même, on note une 
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augmentation du transfert après action de la lipase hépatique (CLAY et al. 1990) ou ajout 

d’acides gras à des lipoprotéines (SAMMETT et TALL 1985, BARTER et al. 1990c). Par 

ailleurs, des acides gras, mis en présence de VLDL et LDL, induisent une augmentation 

du transfert d’esters de cholestérol des HDL vers les VLDL et une diminution du 

transfert réciproque de triglycérides, entraînant par conséquent la formation de HDL de 

très petite taille (BARTER et al. 1990c). 

En fait, les acides gras présents à la surface des lipoprotéines favorisent la 

formation d’un complexe ternaire entre les HDL et LDL (LAGROST et BARTER 1992c) et 

induisent un transfert net massique d’esters de cholestérol vers les LDL (SAMMETT et 

TALL 1985, BARTER et al. 1990a, BARTER et al. 1990b). A l’opposé, en l’absence 

d’acides gras, la CETP transfèrerait les lipides neutres entre les HDL et les LDL 

principalement par un mécanisme de navette conduisant à un échange de lipides sans 

transfert net massique. En fait, l’effet activateur ou inhibiteur des acides gras sur 

l’activité CETP est dépendant d’un certain nombre de paramètres dont leur 

concentration finale, leur degré d’insaturation (LAGROST et BARTER 1991b) et la 

configuration cis ou trans de leur double liaison (LAGROST 1992a). L'activation de la 

CETP par les acides gras est un processus biphasique dépendant de la concentration de 

ces composés dans le milieu d’incubation (LAGROST et BARTER 1991b). Des études 

récentes (FOUCHER et al. 1996), conduites par résonance paramagnétique électronique, 

ont démontré que les acides gras non estérifiés pouvaient modifier la fluidité des 

lipoprotéines et par conséquent moduler l’activité de transfert des esters de cholestérol. 

Ainsi, dans les lipoprotéines enrichies en acides gras, la modification de la fluidité 

dépend de la structure de la chaîne carbonée des acides gras puisque les acides gras à 

chaîne moyenne (laurique et myristique) sont de meilleurs fluidifiants que leurs 

homologues à chaîne courte (octanoïque et décanoïque) ou à chaîne longue (palmitique 

et stéarique). De plus, l’introduction d’au moins une double liaison dans la chaîne 

carbonée induit une augmentation de la fluidité comparativement aux acides gras 

saturés. 
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3. Contenu en apolipoprotéines des substrats lipoprotéiques. 

 

Diverses études utilisant des émulsions lipidiques artificielles ou des fractions 

lipoprotéiques plasmatiques ont suggéré que les apolipoprotéines, bien que n’étant pas 

des cofacteurs protéiques spécifiques susceptibles d’influencer par elles mêmes 

l’activité CETP, étaient néanmoins capables de réguler la réaction de transfert des 

lipides neutres (SON et ZILVERSMIT 1984, NISHIKAWA et al. 1988, NISHIDA et al. 1990, 

MILNER et al. 1991, KINOSHITA et al. 1993, OHNISHI et YOKOHAMA 1993, GUYARD-

DANGREMONT et al. 1994b, LAGROST et al. 1994c, MAIN et al. 1996) et la conversion 

des HDL (RYE et al. 1992a, LAGROST 1992a). 

Cependant les données de la littérature demeurent contradictoires. Ainsi, l’apoAI a 

été successivement décrite comme inhibitrice (SON et ZILVSERMIT 1984, CONNOLLY et 

al. 1996b), activatrice (NISHIKAWA et al. 1988, NISHIDA et al. 1990, MILNER et al. 1991, 

OHNISHI et al. 1993) ou sans effet sur l’activité de transfert (NISHIDE et al. 1989). En 

fait, le rôle activateur ou inhibiteur de l’apoAI et de l'apoAIV serait fonction de leur 

concentration (GUYARD-DANGREMONT et al. 1994b, MAIN et al. 1996) puisque il a été 

montré que ces apolipoprotéines étaient activatrices à de faibles concentrations et 

inhibitrices à des concentrations plus élevées (GUYARD-DANGREMONT et al. 1994b). 

L’apoE, quant à elle, augmenterait l’activité de transfert des lipides neutres (OHNISHI et 

YOKOHAMA 1993) en augmentant l’affinité de la CETP pour les VLDL (KINOSHITA et 

al. 1993). L’apoCIII semble également capable d’activer la réaction de transfert mais de 

manière moins importante que les autres apolipoprotéines (OHNISHI et YOKOHAMA 

1993). 

Des techniques d’enrichissement en apolipoprotéines ont été utilisées afin de 

modifier spécifiquement la proportion relative d’une apolipoprotéine par rapport à une 

autre (AI / AII), sans altérer la composition lipidique des lipoprotéines. Cette technique 

a permis d’étudier l’influence des apolipoprotéines sur l’activité de transfert. Ainsi, il a 

été montré que le taux de transfert d’esters de cholestérol était significativement plus 

faible en présence de HDL3 contenant à la fois l'apoAI et l'apoAII (HDL3-(AI/AII)) qu’en 

présence de HDL3 contenant uniquement l'apoAI (HDL3-(AI w/o AII)) (LAGROST et al. 1994c). 

L’analyse cinétique de l’interaction de la CETP avec des HDL3, enrichies en apoAII, a 

mis en évidence que l’apoAII pourrait se comporter comme un inhibiteur incompétitif 



 32

de la réaction de transfert des esters de cholestérol (LAGROST et al. 1994c). Cependant 

pour MOULIN et al. (1994) les Lp(AI w/o AII) et les Lp(AI / AII) présentent des capacités 

similaires à induire une activité de transfert des esters de cholestérol catalysée par la 

CETP. Lorsque des HDL3 sont progressivement enrichies en apoAII, sans modification 

de leur contenu lipidique, celles-ci présentent une diminution progressive de leur charge 

électronégative (MASSON et al. 1996). Dans ces conditions, le taux d'esters de 

cholestérol transférés des LDL vers les HDL3, enrichies en apoAII, augmente 

progressivement lorsque la densité de charges négatives croît, c'est à dire lorsque les 

lipoprotéines deviennent de plus en plus électronégatives. Au delà d'une densité de 

charge optimale l'activité de transfert diminue. 

 

 

 

III. Inhibiteurs de la CETP. 
 

1. Inhibiteur protéique du transfert lipidique (LTIP). 

 

Une sialoglycoprotéine de 32 kDa (pI : 3,9-4,3), capable d’inhiber les activités de 

transfert des esters de cholestérol et des triglycérides, a été isolée à partir de plasma 

humain dépourvu de lipoprotéines (SON et ZILVERSMIT 1984). Cet inhibiteur supprime 

de manière similaire le transfert de triglycérides et d’esters de cholestérol. Par ailleurs, 

le pourcentage de réduction du transfert des lipides entre les lipoprotéines est 

indépendant de la concentration en protéine de transfert mais est diminué pour des 

concentrations augmentées en lipoprotéines. Bien que le mécanisme d’inhibition ne soit 

pas clairement élucidé, il semblerait que cet inhibiteur, en se liant aux lipoprotéines, 

empêche la liaison de la CETP avec ces particules lorsqu’il est ajouté précocément au 

milieu d’incubation. Il pourrait également rompre le complexe CETP-lipoprotéines 

lorsque qu’il est ajouté après la formation de ce dernier (MORTON 1985). Des études 

comparatives portant sur l’effet de cet inhibiteur sur l’activité de transfert ont démontré 

que l’inhibition était plus importante pour des transferts entre VLDL et LDL que pour 

ceux s’effectuant entre HDL et VLDL (MORTON et STEINBRUNNER 1993). Ces 

observations, et le fait que l’ampleur de l’inhibition soit dépendante de la concentration 
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en lipoprotéines présentes dans le milieu d’incubation (MORTON 1981, SON et 

ZILVERSMIT 1984), ont conduit à la conclusion que le LTIP agirait par compétition avec 

la protéine de transfert à la surface des lipoprotéines. Cet inhibiteur est associé, dans le 

plasma humain, avec les HDL (NISHIDE et al. 1989) ou les LDL (MORTON et GREENE 

1994). Chez des espèces telles que l’homme, le rat ou le cochon, l’élimination de cet 

inhibiteur par passage de sérum sur une colonne anti-LTIP augmente l’activité de 

transfert de 17 à 200 % (NISHIDE et al. 1989). Par ailleurs, l'activité endogène de 

transfert des lipides d'une fraction plasmatique dépourvue de lipoprotéine peut être très 

fortement augmentée lorsque cette fraction est préincubée à des températures élevées 

(56°C / 30 mn) (MORTON et STEINBRUNNER 1993), ce qui suggére l’existence d’un 

inhibiteur protéique thermolabile dans cette fraction. 

Chez le babouin une protéine de 4 kDa capable d’inhiber la CETP, et dont la 

séquence N-terminale est identique aux 38 acides aminés terminaux de l’apoCI, a 

également été détectée (KUSHWAHA et al. 1993). Cet inhibiteur pourrait conduire à 

l’accumulation de HDL1 dans le plasma de ces singes (KUSHAWAHA et al. 1990). Il 

semblerait que le fragment de l’apoCI en s’associant avec l’apoAI à la surface des HDL 

ou avec l’apoE à la surface des VLDL puisse limiter l’association de la CETP avec ces 

substrats lipoprotéiques (KUSHWAHA et al. 1993). 

 

 

 

2. Inhibiteurs pharmacologiques de la CETP. 

 

Ces dernières années des inhibiteurs pharmacologiques de la CETP ont été 

synthétisés (BISGAIER et al. 1994, CHAKALAMANNIL et al. 1995, EPPS et al. 1995, KIM 

et al. 1995, CONNOLLY et al. 1996c, PIETZONKA et al. 1996, XIA et al. 1996, KOTHARI et 

al. 1997) ou bien extraits à partir d’éponges (COVAL et al. 1995, SHIN et al. 1995), de 

champignons (KWON et al. 1995, BARRETT et al. 1996, KIM et al. 1996) ou bien encore 

de racines de ginseng (KWON et al. 1996) (tableau 2). 



 34

 

Tableau 2: Identification (composés, provenance et IC50) d'inhibiteurs pharmacologiques de 

la CETP. (Dans ce tableau, "n.d." représente des valeurs d'IC50 non déterminées). 

 
Composés chimiques Provenance IC50 Référence 

 
subériténone A et B 

(sesquiterpénoïdes) 

 
éponge de l’antarctique : 

Suberites sp.  

 
10 µmol/ml 

 
SHIN et al. 1995. 

wiendendiol A et B 
(sesquiterpene-hydroquinone) 

éponge marine : 
Xestonspongia wiedenmayeri 

 
5 - 46 µM 

 
COVAL et al. 1995. 

KRIBB-BPOO5m 
(composé tétracyclique 
contenant une lactone) 

champignon : 
Trichothecium roseum 

F1064 

 
31 µg/ml 

 
KWON et al. 1995. 

analogues de la 
rosenonolactone 

(diterpénoïdes) 

champignon : 
Trichothecium roseum 

F1064 

 
31 - 300 
µg/ml 

 
KIM et al. 1996. 

U-106305 
(quinquecyclopropane) 

champignon : 
Streptomyces sp. UC 11136 

 
n.d. 

 
BARRETT et al. 
1996. 

panaxynol, panaxydol, 
panaxytriol (polyacéthylène) 

racines de : 
Panax ginseng 

 
20 - 35 µg/ml 

 
KWON et al. 1996. 

4-phenyl-5-tridecyl-4H-
1,2,4-triazole-3-thiol 

(PD 140195) 

 
synthèse chimique 

 
n.d. 

 
BISGAIER et al. 
1994. 

 
dérivés du wiedendiol A et 

B (sesquiterpénoïdes) 

 
synthèse chimique 

 
0 à > 50 µM 

 
CHAKALAMANNIL 
et al. 1995. 

 
15-cétocholestérols 

 
synthèse chimique 

 
n.d. 

 
KIM et al. 1995. 

 
dérivés de la 

1, 3, 5-triazine 

 
synthèse chimique 

 
5 - 45 µM 

 

XIA et al. 1996. 

analogues d’esters de 
cholestérol contenant un 
groupement phosphate 

 
synthèse chimique 

 
2 - 24 µM 

 
PIETZONKA et al. 
1996. 
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Ces inhibiteurs sont dans leur grande majorité des composés polycycliques et leur 

effet inhibiteur a été mesuré, in vitro, par des techniques de dosage par SPA 

(Scintillation Proximity Assay). Les résultats obtenus par SPA ont, dans certains cas, été 

confirmés par des techniques de mesure de transfert d'esters de cholestérol radioactifs 

(BISGAIER et al. 1994, KOTHARI et al. 1997) de précipitation (COVAL et al. 1995) ou 

d’immunoprécipitation (PIETZONKA et al. 1996). Ex vivo, la mesure d’activité de 

transfert, après injection intraveineuse de PD-140195 chez le lapin (BISGAIER et al. 

1994) ou après administration orale de CGS 25159 chez le hamster (KOTHARI et al. 

1997), montre une inhibition transitoire, concentration dépendante, de cette activité. A 

l’heure actuelle, peu de mécanismes ont été proposés pour expliquer le mode d'action de 

ces molécules. BISGAIER et al. (1994) ont cependant suggéré que l'inhibition du transfert 

d'esters de cholestérol par le PD-140195, pourrait être liée à sa capacité à occuper le site 

de liaison des esters de cholestérol, compte-tenu de leurs structures spatiales similaires. 

PIETZONKA et al. (1996) ont quant à eux émis l’hypothèse que le remplacement, sur une 

molécule d’ester de cholestérol, de la chaîne d’acides gras ou du noyau stéroïde, pourrait 

conduire à la formation d’un analogue dont les capacités de liaison à la CETP seraient 

augmentées grâce à des interactions hydrophobes ou électrostatiques. Les analogues de 

synthèse ainsi formés pourraient alors se comporter comme des inhibiteurs compétitifs 

de la CETP. Bien que l'implication de la CETP dans le développement de 

l'athérosclérose ne soit pas à ce jour parfaitement clair, tous ces composés ont été 

développés afin d’obtenir des agents thérapeutiques qui par leur rôle d’inhibition de la 

CETP pourraient jouer un rôle dans le traitement des maladies cardiovasculaires. 
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D. Concentration plasmatique et variations physiopathologiques. 
 

I. Variations de la concentration plasmatique en CETP. 
 

1. Concentration plasmatique. 

 

Il existe une grande disparité de l’activité CETP suivant les espèces animales. 

Ainsi, l’homme, le singe et le lapin ont une activité élevée alors qu'elle est faible chez 

des espèces telles que le rat, le mouton, la vache, le cochon ou le chien (HA et BARTER 

1982). Il existe en fait une relation entre activité CETP et risque athérogène, puisque 

chez des espèces ayant une activité CETP élevée, les risques athérogènes sont 

importants alors que chez des espèces ayant une faible activité CETP ces risques 

athérogènes sont fortement diminués. Il est de ce fait possible que le très haut niveau 

d’activité chez le lapin ou l’homme et son absence virtuelle chez le rat puissent 

expliquer les susceptibilités très différentes de ces espèces vis-à-vis de l’athérosclérose. 

Dans les populations humaines normolipidémiques, le taux plasmatique de CETP 

se situe aux environs de 2 µg/ml (1,87 à 4,23 µg/ml) (MARCEL et al. 1990, MCPHERSON 

et al. 1991b) et est légèrement plus élevée chez les femmes (MARCEL et al. 1990, 

FUKASAWA et al. 1992). 

 

 

 

2. Variations d'activité et de concentration. 
 

2.1. Etat postprandial. 

 

L’activité et la concentration plasmatique en CETP peuvent être régulées par 

divers facteurs endogènes ou exogènes tels que le cholestérol ou la composition en 

acides gras des régimes alimentaires (QUIG et ZILVSERMIT 1988, QUINET et al. 1990, 

QUIG et al. 1991, BAGDADE et al. 1992, MARTIN et al. 1993, ABBEY et NESTEL 1994, 

SCHWAB et al. 1996, MCPHERSON et al. 1997). Bien que les mécanismes de régulation 

de la concentration plasmatique en CETP ne soient pas encore totalement éclaircis, des 
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études réalisées chez l’animal permettent de penser que le cholestérol peut modifier 

l’expression du gène de la CETP (MARTIN et al. 1993, OLIVEIRA et al. 1996). 

 

 

 

2.2. Etats pathologiques. 

 

L’activité CETP a été étudiée dans des situations physiopathologiques associées à 

un métabolisme anormal des lipoprotéines. Ainsi, dans de nombreuses dyslipidémies 

associées à une accélération du risque athérogène on note une élévation de la 

concentration plasmatique en CETP et une augmentation du taux de transfert des esters 

de cholestérol des HDL vers les lipoprotéines contenant l'apoB. Parmi ces dyslipidémies 

on peut citer les dysbétalipoprotéinémies (GROENER et al. 1984, TALL et al. 1987, 

MANN et al. 1991), l'hypercholestérolémie (SPARKS et al. 1989b, SPARKS et al. 1991, 

MCPHERSON et al. 1991b, BAGDADE et al. 1991a, INAZU et al. 1992b), le syndrome 

néphrotique (MOULIN et al. 1992, BRASCHI et al. 1996), le diabète sucré insulino-

dépendant (DULLAART et al. 1989, BAGDADE et al. 1991b) ou bien encore les maladies 

vasculaires périphériques (RUEHLING et al. 1989). 

Cependant certaines de ces données demeurent contradictoires et quelques travaux 

ont montré que certaines hyperlipidémies (FIELDING et al. 1983) ou insuffisances 

coronariennes (MIYASHITA et al. 1992) étaient associées à de faibles activités de 

transfert. Les divergences observées seraient liées à des facteurs méthodologiques ou à 

l’hétérogénéité des populations étudiées. 

 

 

 

2.3. Drogues hypocholestérolémiantes. 

 

Des variations d’activité CETP ont également été observées chez des populations 

traitées par des drogues hypocholestérolémiantes. Toutefois, les résultats obtenus sont 

loin d'être concordants. Ainsi, les traitements par les fibrates (bezafibrates, gemfibrozil, 

fénofibrates) ou les inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase (simvastatine et pravastatine 
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qui réduisent la concentration plasmatique en cholestérol VLDL+LDL en inhibant la 

biosynthèse du cholestérol (GRUNDY 1990) peuvent être associés soit à une réduction 

(MANN et al. 1991, BHATNAGAR et al. 1992, AHNADI et al. 1993a, GUERIN et al. 1995, 

GUERIN et al. 1996a) soit à une augmentation de l'activité CETP (BAGDADE et al. 1990, 

KAHRI et al. 1993). Cependant d'autres études ont démontré qu'ils n'affectaient pas 

l'activité de transfert (CHEUNG et al. 1993, NISHIWAKI et al. 1994). L’administration de 

probucol, qui empêche la formation de lésions athéroscléreuses, est associée à une 

augmentation de la concentration et de l’activité CETP (FRANCESCHINI et al. 1991, 

MCPHERSON et al. 1991a). 

 

 

 

2.4. Exercice physique. 

 

L’exercice physique réduit la concentration plasmatique en CETP chez des sujets 

sédentaires (SEIP et al. 1993) mais également chez des marathoniens qui ont une masse 

(RITSCH et al. 1993) et une activité CETP réduites (SERRAT-SERRAT et al. 1993). Ces 

réductions ne seraient que transitoires et l’on observe un retour à des activités normales 

une semaine après l’arrêt de l’exercice physique (RITSCH et al. 1993). 

 

 

 

2.5. Consommation d'alcool. 

 

La consommation d’alcool est également associée à une réduction, dose 

dépendante (NISHIWAKI et al. 1994b) et réversible (HIRANO et al. 1992, VÄLIMÄKI et al. 

1993), de la concentration et de l’activité CETP plasmatique (SAVOLAINEN et al. 1990, 

HANNUKSELA et al. 1992a-b, LAGROST et al. 1996). L’ingestion d’alcool a par ailleurs 

une influence variable, sur la concentration plasmatique en HDL et le risque 

cardiovasculaire, en fonction de certains polymorphismes du gène de la CETP 

(HANNUKSELA et al. 1994, FUMERON et al. 1996) démontrant ainsi l’existence 
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d’interactions gène-environnement. En fait, le profil lipoprotéique des alcooliques 

chroniques présente des similitudes avec celui des sujets déficients en CETP, c'est à dire 

des LDL polydispersées de petite taille et des HDL de grande taille enrichies en 

cholestérol (HIRANO et al. 1992). Cependant des résultats discordants, obtenus chez des 

sujets normolipidémiques ayant une consommation modérée d'alcool, montrent que 

l'ingestion d'alcool, bien qu'entraînant une augmentation du cholestérol HDL, n'a pas 

d'effet sur l'activité CETP (ITO et al. 1995, RIEMENS et al. 1997). Ces données 

contradictoires pourraient s'expliquer par l'interférence de la consommation d'alcool 

avec d'autres facteurs tels que la consommation de tabac ou bien encore par des 

quantités différentes d'alcool ingéré qui, chez de gros buveurs, pourraient entraîner des 

dysfonctionnements hépatiques ou une modification du comportement alimentaire (ITO 

et al. 1995, RIEMENS et al. 1997). 

 

 

 

II. Etudes expérimentales chez l'animal. 
 

1. Injection de CETP exogène à des animaux CETP-déficients. 

 

Un certain nombre d'études a été réalisé afin de déterminer, in vivo, le rôle de la 

CETP dans la régulation du métabolisme des lipoprotéines plasmatiques (HA et al. 

1985, QUIG et ZILVERSMIT 1986, GAVISH et al. 1987, GROENER et al. 1989). Le rat, une 

espèce physiologiquement dépourvue d'activité CETP, présente un taux de cholestérol 

VLDL et LDL relativement faible. Chez cet animal, les HDL, principal transporteur du 

cholestérol, ont une faible teneur en triglycérides. L'injection de CETP, partiellement 

purifiée à partir de plasma humain, entraîne chez le rat des modifications dans la 

répartition du cholestérol et en particulier une augmentation du contenu en esters de 

cholestérol dans les VLDL, LDL et IDL (HA et al. 1985, QUIG et ZILVERSMIT 1986, 

GROENER et al. 1989). Au niveau des HDL, on note, outre une réduction de taille de ces 

particules, une diminution de leur contenu en esters de cholestérol et une augmentation 

de leur teneur en triglycérides (HA et al. 1985, GROENER et al. 1989). Ces données 

montrent que lorsque la CETP est injectée in vivo, à des espèces physiologiquement 
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déficientes, elle induit des modifications du profil lipoprotéique qui pourrait ainsi 

devenir plus athérogène. 

 

 

 

2. Anticorps anti-CETP. 

 

Une autre technique, permettant d'étudier l'influence de la CETP in vivo consiste à 

injecter des anticorps anti-CETP à des animaux présentant une activité de transfert des 

lipides. Chez le lapin, l'injection d'anticorps anti-CETP (ABBEY et CALVERT 1989, 

WHITLOCK et al. 1989) entraîne des modifications du profil lipoprotéique. En effet, 

outre une augmentation de taille des HDL (ABBEY et CALVERT 1989) on observe un 

enrichissement des HDL et un appauvrissement des VLDL en esters de cholestérol et 

des variations en sens inverse en ce qui concerne les triglycérides. De plus, l'injection 

d’anticorps anti-CETP conduit à une diminution de la captation des esters de cholestérol 

par le foie ainsi qu'à une réduction du catabolisme des HDL (WHITLOCK et al. 1989). 

In vivo, l'injection d’anticorps monoclonaux anti-CETP permet donc de modifier 

la composition en lipides neutres des lipoprotéines et d'évoluer vers un profil moins 

athérogène. 

 

 

 

3. Souris transgéniques. 

 

Depuis quelques années des modèles d'animaux transgéniques, à l'origine CETP 

déficients, ont été développés afin de mieux appréhender, in vivo, l'influence de la CETP 

sur le métabolisme lipoprotéique et son rôle vis-à-vis de l’athérosclérose. 

Chez la souris, l'expression du gène de la CETP entraîne une diminution du 

cholestérol HDL et de la concentration en apoAI, une réduction de taille des HDL et une 

augmentation du taux d'apoB ainsi que du cholestérol VLDL et LDL (AGELLON et al. 

1991, MAROTTI et al. 1992, DINCHUK et al. 1995, GRASS et al. 1995). En outre, il a été 

observé que l'effet de la CETP sur le taux de cholestérol HDL est plus important chez 



 41

des souris transgéniques exprimant à la fois la CETP et l'apoAI humaine (HAYEK et al. 

1992), ce qui signifie qu'il y aurait, dans ces conditions, une augmentation de 

l'interaction de la CETP avec l'apoAI humaine comparativement à l'apoAI de souris. 

Certaines lignées de souris transgéniques ont permis de mettre en évidence l'existence 

d'une corrélation inverse entre la concentration en CETP plasmatique et l'abondance 

d'ARNm de récepteur hépatique aux LDL. Cette diminution de l'expression d'ARNm de 

récepteurs hépatiques aux LDL permettrait d'expliquer les augmentations de VLDL-CE 

et LDL-CE observées (JIANG et al. 1993). Par ailleurs, la présence de CETP, chez des 

souris transgéniques hypertriglycéridémiques exprimant l'apoCIII humaine, diminue la 

taille et le contenu en esters de cholestérol des HDL et augmente le taux de catabolisme 

des esters de cholestérol et de l'apoAI de ces particules (HAYEK et al. 1993). 

L'expression de la CETP chez des animaux transgéniques induirait une augmentation du 

rapport d'athérogénicité (VLDL+LDL) / HDL. Cette évolution du profil lipoprotéique 

vers un profil de type "humain", expliquerait l'accélération du développement des 

lésions athéroscléreuses précoces au niveau de l’aorte proximale observées chez des 

souris transgéniques exprimant une CETP de singe cynomolgus (MAROTTI et al. 1993). 

Cependant, les données de la littérature demeurent contradictoires quant à 

l'influence de l'expression de la CETP chez des animaux transgéniques et à son 

implication dans le développement de l'athérosclérose. En effet, HAYEK et al. (1995) ont 

récemment montré que l'expression de la CETP inhibe le développement des lésions 

athéroscléreuses précoces de l'aorte proximale chez des souris hypertriglycéridémiques. 

Il semblerait que dans ce modèle expérimental la présence d'un transgène apoCIII, 

induisant une hypertriglycéridémie, puisse expliquer les divergences de résultats entre 

ces deux études (HAYEK et al. 1995). Ces données obtenues chez l'animal semblent être 

confirmées par celles de ZHONG et al. (1996) qui ont mis en évidence, in vivo, une 

augmentation du risque cardiovasculaire chez des sujets déficients en CETP. 
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E. Conclusion générale : CETP et athérosclérose. 

 

Durant ces dernières années, de nombreuses études se sont attaché à mettre en 

évidence le rôle de la CETP in vitro et in vivo dans le métabolisme des lipoprotéines et 

le transport des lipides neutres (TALL 1993, LAGROST 1994a, TALL 1995). Cependant, 

l'influence de la CETP sur le risque athérogène ne semble plus aussi claire que par le 

passé (BRUCE et TALL 1995b, TALL 1995, FIELDING et HAVEL 1996). 

De nombreux arguments expérimentaux ont été apportés en faveur d'un rôle pro-

athérogène de la CETP. 1°/ La CETP court-circuite le transport inverse du cholestérol, 

des tissus périphériques vers le foie, en transférant des esters de cholestérol des HDL, 

particules anti-athérogènes, vers des lipoprotéines pro-athérogènes contenant l'apoB 

(figure 6). Cette voie métabolique pourrait être prédominante dans des circonstances où 

la captation, par le foie, des lipoprotéines contenant l'apoB serait réduite. 2°/ Les 

modifications du profil lipoprotéique, induites par une déficience en CETP chez des 

sujets homozygotes, sont associées à une résistance accrue vis-à-vis de l'athérosclérose 

(BROWN et al. 1989, GOTODA et al. 1993, TAKAHASHI et al. 1993, FUNKE et al. 1994, 

ARAI et al. 1996, SAKAI et al. 1996, TAMMINEN et al. 1996). 3°/ Chez l'homme, de 

nombreuses dyslipidémies (dysbétalipoprotéinémies, diabète sucré insulino-dépendant, 

hypercholestérolémie, maladies vasculaires périphériques, syndromes néphrotiques), 

associées à un risque athérogène augmenté, sont caractérisées par des concentrations 

plasmatiques en CETP accrues et / ou une augmentation du taux de transfert des esters 

de cholestérol des HDL vers les lipoprotéines contenant l'apoB (GROENER et al. 1984, 

TALL et al. 1987, DULLAART et al. 1989, RUEHLING et al. 1989, SPARKS et al. 1989, 

BAGDADE et al. 1991a-b, MANN et al. 1991, MCPHERSON et al. 1991b, SPARKS et al. 

1991, INAZU et al. 1992b, MOULIN et al. 1992, BRASCHI et al. 1996). 4°/ L'alcoolisme, 

associé à une augmentation du cholestérol HDL et une diminution du risque athérogène, 

engendre une diminution de la concentration plasmatique en CETP (SAVOLAINEN et al. 

1990, HANNUKSELA et al. 1992a-b, LAGROST et al. 1996). L'exercice physique est 

également associé à des taux augmentés en HDL et diminués en LDL et en CETP 

plasmatique (SEIP et al. 1993, RITSCH et al. 1993, SERRAT-SERRAT et al. 1993). 5°/ Des 

animaux nourris avec des régimes riches en graisses et en cholestérol montrent une 
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corrélation négative entre la concentration en CETP et la concentration en HDL 

plasmatiques et une corrélation positive avec les LDL (QUINET et al. 1991). 6°/ Des 

espèces animales à faible activité CETP, telles que le rat, sont relativement résistantes à 

l'athérosclérose, alors que des espèces telles que l’homme, le singe, le lapin, chez 

lesquelles l’activité CETP est élevée, ont des risques athérogènes augmentés (TALL 

1986b). 7°/ Au sein d'organismes vivants initialement dépourvus d'activité CETP, 

l'introduction d'activité de transfert, par injection chez le rat ou par transgénèse chez la 

souris, aboutit à l'apparition d'un profil lipoprotéique athérogène et au développement de 

lésions athéromateuses (HA et al. 1985, QUIG et al. 1986, GAVISH et al. 1987, GROENER 

et al. 1989, AGELLON et al. 1991, MAROTTI et al. 1992, GRASS et al. 1995). 

Cependant, d'autres données suggèrent que la CETP pourrait avoir un rôle 

antiathérogène. 1°/ La CETP permet le transfert d’esters de cholestérol des HDL vers les 

VLDL et LDL qui vont être éliminées de la circulation sanguine via des récepteurs 

hépatiques (figure 6). Dans ces conditions, la CETP serait un élément essentiel du 

transport inverse du cholestérol. 2°/ Les thérapies par le probucol sont associées à une 

augmentation de la concentration plasmatique en CETP (FRANCESCHINI et al. 1991, 

MCPHERSON et al. 1991a). 3°/ Certaines études ont mis en évidence une activité de 

transfert ralentie chez des sujets humains dont le risque athérogène est élevé (FIELDING 

et al. 1983, MIYASHITA et al. 1992, HIRANO et al. 1995, ZHONG et al. 1996). 4°/ Des 

souris transgéniques hypertriglycéridémiques exprimant à la fois l'apoCIII et la CETP 

présentent une inhibition du développement des lésions athéroscléreuses précoces 

(HAYEK et al. 1995). 

 

En fait, que la CETP ait un rôle pro ou anti-athérogène, il est évident qu'elle est un 

élément central du métabolisme des lipoprotéines. Ainsi, notre travail a consisté à 

chercher et à mettre en évidence, dans diverses situations physiopathologiques, d'autres 

facteurs de régulation de cette activité. Nous avons pu démontrer que la régulation de 

l’activité de la protéine de transfert des esters de cholestérol impliquait des interactions 

électrostatiques avec des dérivés carboxylés, tels que les acides gras non estérifiés ou les 

rétinoïdes, que ce soit chez des sujets normolipidémiques ou des patients 

analbuminémiques ou présentant un syndrome néphrotique. 
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cf. Annexe 3: 
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activity of the plasma cholesteryl ester transfer protein in nephrotic 
syndrome. 
BRASCHI, S., MASSON, D., ROSTOKER, G., FLORENTIN, E., ATHIAS, A., MARTIN, 
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I. INTRODUCTION. 

 

Une des thématiques du laboratoire portait sur l'étude de l’influence des acides 

gras non estérifiés sur l’activité de la protéine humaine de transfert des esters de 

cholestérol. En fait, de nombreuses études avaient mis en évidence, qu'in vitro les acides 

gras, localisés sur la couche externe des lipoprotéines, étaient susceptibles de moduler 

l'activité de la CETP (SAMMETT et TALL 1985, BARTER et al. 1990c). L’effet activateur 

ou inhibiteur des acides gras non estérifiés est dépendant d’un certain nombre de 

paramètres dont leur ionisation, leur concentration finale, leur degré d’insaturation, la 

configuration cis ou trans de leur double liaison ou leur capacité à modifier la fluidité 

des lipoprotéines (SAMMETT et TALL 1985, LAGROST et BARTER 1991b, LAGROST 

1992a, NISHIDA et al. 1993, FOUCHER et al. 1996). 

Cependant, peu d'études se sont intéressées à l'influence des acides gras non 

estérifiés sur l'activité de transfert in vivo. Dans cette perspective, j’ai été amené à 

m'impliquer dans diverses études portant sur l’effet des acides gras non estérifiés, non 

plus in vitro, mais dans différentes conditions physio-pathologiques, que ce soit chez 

des sujets normolipidémiques, chez des patients analbuminémiques ou bien encore chez 

des patients présentant un syndrome néphrotique. Nous nous sommes dans un premier 

temps demandés si dans des conditions physiologiques normales la faible proportion 

d'acides gras non estérifiés liés aux lipoprotéines (SHAFRIR 1958) pouvait avoir une 

influence sur l'activité de transfert. Nous avons pu démontrer qu'il existait une 

corrélation significative entre l'activité CETP et la concentration en acides gras non 

estérifiés liés aux lipoprotéines chez des sujets normolipidémiques. Afin de confirmer 

que les acides gras non estérifiés, liés aux lipoprotéines, étaient des modulateurs 

potentiels de l'activité de transfert il nous fallait trouver des situations pathologiques 

dans lesquelles la distribution des acides gras était modifiée - déplacée de l'albumine 

vers les lipoprotéines - puis montrer que dans ces conditions ces composés augmentaient 

l'activité de transfert. Nous nous sommes donc, dans la suite de notre étude, intéressés à 

l'analbuminémie qui est une maladie génétique rare caractérisée par une concentration 

plasmatique en albumine anormalement faible et une hypercholestérolémie (SHETLAR et 

al. 1959, BARTTER et al. 1961, MONTGOMERY et al. 1962, WALDMANN et al. 1964, 
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CORMODE et al. 1975, BOMAN et al. 1976, WEINSTOCK et al. 1979, DAMMACO et al. 

1980, BALDO et al. 1983). A l'heure actuelle seule une vingtaine de patients 

analbuminémiques ont été recensés de par le monde et nous avons eu la possibilité 

d'étudier trois d'entre eux. Afin d'augmenter la significativité de nos résultats, nous 

avons été amenés à nous intéresser à une population plus importante de sujets présentant 

un syndrome néphrotique dont les pathologies (hypoalbuminémie et hyperlipidémie) 

(JOVEN et al. 1990, APPEL et al. 1985, GHERARDI et al. 1977) étaient relativement 

similaires à celles des analbuminémiques. 

 

Dans ces trois études nous avons clairement pu démontrer d'une part que les 

acides gras non estérifiés, liés aux lipoprotéines, pouvaient être considérés, in vivo, 

comme des modulateurs potentiels de l’activité CETP et que d'autre part la charge de 

ces composés était un facteur important du mécanisme de régulation de l'activité de 

transfert. 

 

 

 

II. SUJETS & METHODES. 

 

1. Sujets normolipidémiques. 

 

Les sujets étudiés étaient tous des volontaires sains, ne fumant pas et présentant un 

profil lipoprotéique normolipidémique, soumis à aucune médication autre que des 

contraceptifs oraux. Leur sang est prélevé, après une nuit de jeûne, dans des tubes 

contenant de l'EDTA-Na2. Les plasmas sont séparés rapidement par une centrifugation 

de 15 mn à 3 000 rpm dans une centrifugeuse Jouan régulée à 4°C, puis maintenus à 

cette température. Les analyses sont effectuées dans les heures suivant le prélèvement. 
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2. Sujets analbuminémiques. 

 

ZA était une femme de 32 ans, présentant une hyperlipidémie (CT: 3,88 g/l; HDL-

C: 0,57 g/l; TG: 1,65 g/l) combinée à une hypoalbuminémie (18 g/l) sans protéinurie. 

L’étude généalogique de la famille a révélé des unions consanguines des parents. Ni les 

régimes à faible teneur en graisse, ni les hypolipémiants n’ont eu d’effet sur la 

dyslipidémie. 

BR et RR, deux soeurs de respectivement 25 et 32 ans présentaient également une 

dyslipidémie sévère (BR [CT: 3,85 g/l; HDL-C: 0,34; TG: 1,28 g/l]; RR [CT: 5,02 g/l; 

HDL-C: 0,43; TG: 1,39 g/l]) associée à une hypoalbuminémie congénitale (BR: 23 g/l; 

RR: 21 g/l). 

Le groupe de sujets témoins était composé de cinq jeunes femmes 

normolipidémiques de 38,6 ± 6,9 ans (CT: 1,42-2,15 g/l; TG: 0,39-0,85 g/l; albumine: 

44-46 g/l), soumises à aucune médication autre que des contraceptifs oraux. 

 

 

 

3. Sujets néphrotiques. 

 

L'étude a porté sur 15 patients (6 femmes et 9 hommes) de 44 ± 3 ans présentant 

un syndrome néphrotique avec en particulier une protéinurie supérieure à 3 g/jour et une 

hypoalbuminémie (< 35 g/l). Le groupe de sujets témoins normolipidémiques est 

constitué de 9 personnes (3 femmes et 6 hommes) de 41 ± 3 ans.  

 

 

 

4. Préparation des lipoprotéines. 

 

Les lipoprotéines sont isolées à partir d'un plasma humain total normolipidémique 

par ultracentrifugation séquentielle (HAVEL et al. 1955) à la vitesse de 100 000 rpm 

(356 000 g) dans une ultracentrifugeuse Beckman TL-100 (rotor TLA-100.2) (Beckman, 
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Palo Alto, U.S.A.). Les densités sont ajustées par addition de KBr solide. Les LDL sont 

isolées entre les densités 1,019 et 1,055 g/ml par une ultracentrifugation unique de 3 h à 

la densité la plus basse et deux ultracentrifugations de 4 h à la densité la plus élevée. Les 

HDL3 sont isolées entre les densités 1,13 et 1,21 g/ml par une ultracentrifugation de 7 h 

à la densité la plus basse et deux ultracentrifugations de 10 h à la densité la plus élevée. 

Dans certaines expériences, toutes les classes de lipoprotéines (VLDL (d < 1,006 g/ml), 

IDL (1,006 < d < 1,019 g/ml), LDL (1,019 < d < 1,063 g/ml), HDL2 (1,063 < d < 1,125 

g/ml) et HDL3 (1,125 < d < 1,210 g/ml)) sont isolées par une série d'ultracentrifugations 

séquentielles. Les fractions HDL2 et HDL3 sont lavées par une seconde 

ultracentrifugation dans des solutions de KBr à respectivement d = 1,125 g/ml et 

d = 1,210 g/ml afin d’éviter toute contamination par l’albumine. 

Les lipoprotéines ainsi isolées sont dialysées une nuit à 4°C contre un tampon PBS 

(NaCl: 150 mmol/l; Na2HPO4: 10 mmol/l; NaH2PO4: 5 mmol/l; EDTA-Na2: 5 mmol/l; 

NaN3: 3 mmol/) pH 7,4. 

 

 

 

5. Purification de la CETP. 

 

La CETP est purifiée à partir de 2500 ml de plasma normolipidémique en utilisant 

une série de procédures décrites précédemment par LAGROST et al. (1994b-c) (figure 7). 

 

 

5.1 Précipitation des protéines par le sulfate d'ammonium. 

 

Le plasma est soumis à une précipitation sélective par le sulfate d'ammonium afin 

d'éliminer une partie des protéines puis il est amené à une concentration finale de 35% 

de saturation en sulfate d'ammonium (197 g de sulfate d'ammonium ajoutéspar litre de 

plasma) et placé sous agitation à 4°C pendant 2 h. Après une centrifugation à 10 000 g 
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pendant 30 mn, le précipité protéique est éliminé et le surnageant est amené à une 

concentration finale de 55% de saturation en sulfate d'ammonium (120 g de sulfate 

d'ammonium par litre de surnageant). Après 12 h d’agitation à 4°C, la solution 

plasmatique est centrifugée à 10 000 g pendant 45 mn. Le précipité protéique obtenu est 

dissous dans l'eau distillée puis la solution est dialysée une nuit à 4°C contre de l'eau 

distillée. 

 

 

5.2. Ultracentrifugation. 

 

Cette étape permet de séparer la CETP et les lipoprotéines avec lesquelles la 

CETP est associée au niveau plasmatique. La solution protéique obtenue après dialyse 

est ajustée à une densité de 1,25 g/ml avec du KBr solide. Une ultracentrifugation de 

24 h à 250 000 g (55 000 rpm) dans un rotor 70 (Beckman, Palo Alto, USA) permet de 

séparer d’une part les lipoprotéines et d'autre part la CETP qui est récupérée dans la 

fraction de d > 1,25 g/ml. 

Les étapes de purification ultérieures sont conduites en utilisant un système 

chromatographique FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography, Pharmacia). Toutes les 

solutions employées en chromatographie sont dégazées et filtrées (filtre 0,22 µm, 

Millipore). Les colonnes chromatographiques sont reliées à une cellule optique. 

L'enregistrement de l'absorbance à 280 nm permet ainsi de suivre le déroulement de la 

chromatographie. 

 

 

5.3. Chromatographie d'interaction hydrophobe. 

 

Cette étape utilise les propriétés hydrophobes de la CETP. Une colonne de 

PhénylSépharose CL-4B (1 m x 2,5 cm) (Pharmacia, Uppsala, Suède) est préalablement 

équilibrée avec un tampon Tris-HCl 10 mmol/l, NaCl 150 mmol/l, EDTA 1 mmol/l, 

NaN3 3 mmol/l, pH 7,4. La fraction de d > 1,25 g/ml est ensuite injectée sur cette 

colonne maintenue à 4°C. Les protéines non adsorbées sont éluées par une solution de 
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Tris 10 mmol/l, NaCl 150 mmol/l, EDTA 1 mmol/l, NaN3 3 mmol/l, pH 7,4. Les 

protéines adsorbées sur la phase (protéines hydrophobes, CETP) sont éluées avec de 

l'eau distillée (PATTNAIK et al. 1978, IHM et al. 1980). 

 

 

5.4. Chromatographie d'échange de cations. 

 

La fraction protéique contenant la CETP est ajustée à pH 4,5 et amenée à une 

concentration finale d'acétate de sodium de 50 mmol/l, par ajout d'un tampon acétate de 

sodium de 500 mmol/l, pH 4,5. Après avoir éliminé le précipité protéique par 

centrifugation (10 mn, 5 000 rpm), la fraction est soumise à une chromatographie à 4°C 

sur colonne de CM-cellulose (70 x 1,6 cm) (Whatman, Kent, Angleterre) préalablement 

équilibrée avec un tampon acétate de sodium 50 mmol/l, pH 4,5. La colonne est lavée 

par le tampon acétate de sodium 50 mmol/l puis les protéines adsorbées sont éluées avec 

un tampon acétate de sodium 50 mmol/l, pH 4,5, contenant 90 mmol/l de NaCl. Cette 

dernière fraction, après avoir été ajustée à pH 7,4 par ajout de Tris 2,7 M (300 µl / 10 ml 

de fraction), est immédiatement dialysée contre un tampon Tris-HCl 20 mmol/l, pH 7,4 

contenant 1 mmol/l d'EDTA et 3 mmol/l de NaN3. Cette étape permet de séparer la 

CETP qui est éluée par la solution saline, de la LCAT, qui n’est pas retenue sur la 

colonne dans ces conditions (PATTNAIK et al. 1978). 

 

 

5.5. Chromatographie d'affinité. 

 

La fraction CM-Cellulose dialysée est injectée sur une colonne d’Héparine-

Ultrogel A4R (40 x 1,6 cm) (Sépracor, Villeneuve La Garenne, France), préalablement 

équilibrée par un tampon Tris-HCl 20 mM, pH 7,4. 

Dans ces conditions, l’activité CETP n’est pas retenue sur la colonne. Les 

protéines adsorbées (PLTP) sont éluées par une solution de Tris 20 mM contenant 

500 mM de NaCl. 



 54

5.6. Chromatographie d'échange d'anions. 

 

La fraction protéique contenant la CETP est injectée sur une colonne MonoQ HR 

5/5 (Pharmacia) équilibrée avec un tampon Tris-HCl 20 mmol/l, pH 7,4, EDTA 

1 mmol/l, NaN3 3 mmol/l, à température ambiante. L'élution est réalisée par un gradient 

linéaire de NaCl (0 à 500 mmol/l) dans ce même tampon. La CETP est  éluée à une 

concentration en NaCl d'environ 150 mmol/l. On dose immédiatement la capacité des 

fractions à transférer des esters de cholestérol radioactifs des LDL vers les HDL. Les 

fractions qui possèdent une activité de transfert élevée sont mélangées, puis congelées 

en aliquotes à -80°C. 

 

 

 

6. Marquage radioactif des LDL et HDL3. 

 

Des HDL3 sont radiomarquées d'après la technique décrite précédemment 

(TOLLEFSON et al. 1988, LAGROST et al. 1994c). 

Un volume de 20 ml de plasma humain normolipidémique est ajusté à la densité 

de 1,13 g/ml, par ajout de KBr solide, puis soumis à une ultracentrifugation de 7 h à la 

vitesse de 100 000 rpm (356 000 g) dans une ultracentrifugeuse Beckman TL-100 (rotor 

TLA-100.2). La fraction de d > 1,13 g/ml est ensuite dialysée une nuit à 4°C contre un 

tampon PBS, pH 7,4. 

Un volume de 500 µl de cholestérol tritié ([1α, 2α (n)-3H]-cholestérol, activité 

spécifique: 46 Ci/mmol, Amersham, Les Ulis, France) est amené à sec sous un courant 

d'azote. Le résidu est repris par 50 µl d'éthanol absolu puis ajouté à la fraction dialysée 

de d > 1,13 g/ml. Le mélange est mis à incuber, sous agitation, à 37°C pendant 24 h. 

Cette incubation va permettre l'incorporation du cholestérol libre, dans les HDL3, puis 

son estérification grâce à l'action de la lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT). 

Par la suite, des LDL froides, isolées à partir de 10 ml de plasma humain entre les 

densités 1,019 et 1,055 g/ml, sont ajoutées au milieu d'incubation durant 6 h afin de 

permettre le transfert d'esters de cholestérol radioactifs des HDL3 vers les LDL 
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(LAGROST et al. 1994c). A l'issue de l'incubation, les [3H]CE-HDL3 et [3H]CE-LDL sont 

réisolées par ultracentrifugation séquentielle, comme décrit précédemment, puis 

dialysées une nuit à 4°C contre un tampon PBS, pH 7,4. 

 

 

 

7. Estimation du rapport [3H]CE / [3H]CL au sein des particules. 

 

Il est nécessaire de connaître le rapport [3H]CE / [3H]CL au sein des particules, 

après estérification par la LCAT, afin de vérifier que tout le cholestérol tritié a bien été 

estérifié. On est ainsi amené à extraire les lipides des fractions lipoprotéiques puis à les 

fractionner par chromatographie sur couche mince. 

 

 

7.1. Extraction des lipides. 

 

Pour ce faire, un volume de 25 µl de 3H-HDL3 est mélangé à 350 µl de PBS. Un 

volume de 2,5 ml de solution d'extraction (Isopropanol / n-heptane / H2SO4 1N : 

80 / 20 / 2) est ajouté à la solution obtenue. L'ensemble est homogénéisé et laissé à 

température ambiante pendant 20 mn. Un volume de 1 ml de n-heptane et 1 ml d'eau 

distillée sont ensuite ajoutés au mélange. La solution est homogénéisée et laissée à 

température ambiante pendant 15 mn. La phase supérieure (heptane) est ensuite prélevée 

puis asséchée sous azote. Le culot est ensuite repris par 150 µl de chloroforme. 

 

 

7.2. Chromatographie sur couche mince. 

 

Un volume de 60 µl du mélange lipides / chloroforme est déposé sur une plaque 

de chromatographie sur couche mince (Gel de silice 60 F254 - épaisseur de la couche 

250 µm - Merck). Une solution éthanolique de cholestérol non estérifié à 2 g/l et une 

solution d'oléate de cholestérol à 2 g/l (oléate de cholestérol solide, Sigma, pureté 99%, 
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repris par 150 µl de chloroforme) sont déposés pour permettre de repérer les taches de 

[3H]CL et [3H]CE après migration. Celle-ci s'effectue jusqu'à ce que le front du solvant 

(Hexane / diéthyl ether / méthanol / acide acétique; 45 / 20 /1,5 / 1), se trouve à environ 

2 cm du haut de la plaque. Cette dernière est ensuite séchée à l'étuve, puis les taches 

sont révélés par des vapeurs d'iode préalablement chauffé. 

 

 

7.3. Comptage radioactif. 

 

Les taches de [3H]CL et [3H]CE sont ensuite grattés et placés en pots de comptage 

avec 10 ml de liquide de scintillation (OptiPhase "HiSafe" 3, LKB Scintillation 

Products, FSA Laboratories Supplies, Loughbourough, Leics, Angleterre). La 

radioactivité est mesurée sur un compteur à scintillation liquide Wallac 1410 

(Pharmacia) pendant 5 mn. 

Les résultats montrent que les [3H]HDL3 ont plus de 95% de leur cholestérol sous 

forme estérifiée. 

 

 

 

8. Mesure de l’activité CETP plasmatique. 

 

L’activité CETP d’un échantillon est évaluée en mesurant sa capacité à transférer 

des esters de cholestérol radioactifs d’un substrat lipoprotéique donneur vers un substrat 

lipoprotéique accepteur (TOLLEFSON et al. 1988, LAGROST et al. 1994c). Dans le plasma, 

l’activité CETP est évaluée en mesurant le taux d’esters de cholestérol radioactifs 

transférés soit à partir de HDL3 vers des lipoprotéines à apoB endogènes 

(CETHDL
�

VLDL+LDL) soit à partir de LDL vers des HDL endogènes (CETLDL
�

HDL). Pour 

ce faire, une dose traceuse (2,5 nmol de cholestérol) soit de [3H]CE-HDL3 soit de 

[3H]CE-LDL est ajoutée à 25 µl de plasma humain dans un volume final de 50 µl. 

L’activité de la LCAT plasmatique est bloquée par ajout d’acide iodoacétique à une 

concentration finale de 1,5 mmol/l. Dans certaines expériences, de l’albumine 
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dépourvue d’acides gras (Sigma) est ajoutée au milieu d'incubation. Les dosages sont 

effectués en double et incubés à l’étuve pendant 3 h à 37°C. 

A l'issue de l’incubation, les tubes sont immédiatement centrifugés pendant 1 mn 

sur centrifugeuse Eppendorf, afin de recueillir l'eau de condensation, puis placés sur la 

glace. Une aliquote de 45 µl des mélanges réactionnels est ensuite ajoutée à 2 ml d'une 

solution de KBr de densité d = 1,07 g/ml dans des tubes d'ultracentrifugation Beckman 

Quickseal. Les tubes sont ensuite thermoscellés, puis soumis à ultracentrifugation durant 

16 h à la vitesse de 40 000 rpm (172 000 g) dans un rotor 50.4 Ti d'ultracentrifugeuse 

L7-65B Beckman. 

Les fractions de densité d < 1,068 g/ml (fraction plasmatique contenant les 

lipoprotéines à apoB) et d > 1,068 g/ml (fraction plasmatique contenant les HDL) sont 

ensuite recueillies dans un volume de 1 ml environ, après découpe des tubes 

d'ultracentrifugation, et transférés dans des tubes de comptage. Un volume de 2 ml de 

liquide de scintillation (OptiPhase "HiSafe" 3, LKB Scintillation Products, FSA 

Laboratories Supplies, Loughbourough, Leics, Angleterre) est ajouté à chaque tube et la 

radioactivité est mesurée pendant 5 mn par un compteur à scintillation liquide Wallac 

1410. 

Le taux de récupération de la radioactivité dans les fractions de d < 1,068 g/ml et 

d > 1,068 g/ml par rapport à la radioactivité initiale est constamment supérieur à 95%. 

Dans les témoins non incubés contenant des HDL3, la radioactivité retrouvée dans la 

fraction de d < 1,068 g/ml n’excède jamais 4% du total. Dans les témoins non incubés 

contenant des LDL, la radioactivité retrouvée dans la fraction de d > 1,068 g/ml 

n’excède jamais 10% du total. 

L’activité CETP est exprimée en pourcentage de la radioactivité totale transférée 

d’un traceur lipoprotéique donneur vers les fractions de d < 1,068 g/ml ou de d > 1,068 

g/ml durant 3h d’incubation à 37°C après déduction de la valeur de blanc des témoins 

maintenus à 4°C (LAGROST et al. 1993). Les résultats sont exprimés en pourcentage 

d’esters de cholestérol radioactifs transférés. 
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9. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions natives. 

 

Dans l’étude portant sur les sujets analbuminémiques, la taille des particules LDL, 

isolées comme décrit précédemment (LAGROST et al. 1993), est déterminée, en 

conditions non dénaturantes, par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient 

de concentration 15-250 g/l. L'électrophorèse se déroule à 4°C pendant 2 h à 30 V, 12 h 

à 50 V et 12 h à 150 V dans un tampon de migration composé de 14 mmol/l de Tris, 110 

mmol/l de glycine et 1,5 mmol/l de NaN3 (pH 8,4). Les gels sont fixés et colorés par du 

Coomassie Brillant Bleu G 250 avant leur analyse sur un densitomètre GS-670 (Bio-

Rad). Le diamètre moyen apparent des LDL est calculé par comparaison avec des 

standards protéiques de calibration de haut poids moléculaire (Pharmacia) et des billes 

de latex (Duke Scientific). 

 

 

 

10. Electrophorèse sur gel d’agarose et détermination de la charge des 

lipoprotéines. 

 

Dans les études portant sur les sujets analbuminémiques et néphrotiques, les 

mélanges d'incubation, réalisés comme décrit précédemment, sont analysés sur des gels 

d'agarose 0,5 % préformés (Paragon Lipo gel, Beckman) en utilisant la technique décrite 

par SPARKS et PHILLIPS (1992). 

Une aliquote de 20 µl des milieux d'incubation est appliquée sur le gel jusqu'à ce 

qu'elle y pénètre totalement (environ 30 mn). L'électrophorèse a lieu, pendant 45 mn à 

100 V, dans un tampon barbital (Acide 5, 5-Diethylbarbiturique: 10 mmol/l; sel sodique 

de l'acide 5, 5-Diethylbarbiturique: 50 mmol/l) de pH 8,6 et de force ionique 0,05. Le 

générateur (ECPS 3000/150, Pharmacia) délivre un courant régulé constant. A l'issue de 

l'électrophorèse, les gels sont fixés dans une solution éthanol / acide acétique / eau 

distillée (90:15:45) pendant 5 mn puis desséchés pendant 1 h dans une étuve régulée à 

80°C. Par la suite, les gels sont colorés pendant 5 mn dans une solution éthanolique de 

Noir Soudan B à 0,07 % et décolorés dans une solution éthanolique à 45%. Les profils 
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lipoprotéiques sont obtenus après intégration sur un densitomètre GS-670 Bio-Rad 

(Laboratoires Bio-Rad, Hercules, Etats-Unis) en utilisant un programme d'analyse 

moléculaire Bio-Rad. La charge de surface des LDL et HDL est estimée en utilisant 

l'équation de SPARKS et PHILLIPS (1992). La mobilité électrophorétique (U) est calculée 

en divisant la mobilité électrophorétique (distance de migration moyenne (mm) / temps 

(s)) par le potentiel électrophorétique (voltage (V) / distance d'application du voltage sur 

le gel (cm)). Afin de supprimer le biais lié au pI des particules, l'équation suivante est 

utilisée : 

U
U

corrigé
agarose=

− 0 136

1 211

,

,
 

 

Le potentiel de surface (S) des lipoprotéines est calculé en utilisant l'équation 

d'Henry (ABRAMSON et al. 1942) : 

 

S
U n

D
= . . .6 π

 

où n est le coefficient de viscosité (0,0089 poise), et D est la constante diélectrique 

du solvant. 

 

 

 

11. Transferts massiques d’esters de cholestérol et de triglycérides. 

 

Le transfert massique d’esters de cholestérol et de triglycérides entre les HDL et 

les lipoprotéines à apoB est mesuré durant l’incubation de plasma total à 37°C en 

présence d’inhibiteurs de la LCAT (BAGDADE et al. 1991a). Pour ce faire, une aliquote 

de 100 µl de plasma total est supplémentée en acide iodoacétique (concentration finale : 

1,5 mmol/l) et incubée pendant 24 h à 37°C. A l’issue de l’incubation, les lipoprotéines 

à apoB sont précipitées sélectivement par un mélange d’acide 

phosphotungstique / MgCl2 (Boehringer / Mannheim) selon les indications du 

fabriquant. Les concentrations en cholestérol non estérifié, cholestérol total et 

triglycérides présents dans le surnageant et la masse de cholestérol estérifié et de 
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triglycérides transférés sont calculées par rapport aux incubations témoins maintenues à 

4°C. 

 

 

 

12. Dosage massique de CETP par méthode ELISA. 

 

La concentration en CETP dans le plasma humain est mesurée par une technique 

ELISA sur une station biorobotique Biomek 1000 (Beckman Instruments). Les 

calibrations sont réalisées par comparaison avec une courbe d’étalonnage obtenue à 

partir d’un plasma standard congelé (GUYARD-DANGREMONT et al. 1994a). Les 

concentrations plasmatiques en CETP de chaque échantillon sont calculées à l’aide d’un 

programme d’analyse de données (Immunofit EIA/RIA Data Analysis Software, 

Beckman) à partir de la moyenne de quatre dosages. Les coefficients de variation intra et 

inter série sont de respectivement 4 % et 6 %. 

 

 

 

13. Activité spécifique CETP. 

 

Les activité spécifiques sont calculées en effectuant le rapport entre l’activité 

CETP plasmatique et la masse de CETP plasmatique. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de la radioactivité totale transférée par microgramme de CETP. 

 

 

 

14. Précipitation sélective des lipoprotéines plasmatiques. 

 

Les lipoprotéines sont séparées des autres constituants plasmatiques par une 

technique d’adsorption sélective basée sur la capacité du dioxide de silicium pulvérulent 

(Fumed Silicon Dioxide: FSD) (SERVA Feinbiochemica) à adsorber des particules de 
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grande taille, telles que les émulsions lipidiques et les lipoprotéines, dans des milieux 

aqueux (WEINSTEIN 1979, BORENSZTAJN et al. 1988, POLETTE et al. 1992). 

Brièvement, un volume de 100 µl de plasma est mélangé avec 1000 µl de solution 

de FSD de concentration variant de 0 à 35 mg/ml. Le mélange est agité pendant 30 s, 

puis laissé à température ambiante pendant 10 mn comme décrit précédemment 

(POLETTE et al. 1992). A l’issue de l’incubation, les mélanges sont centrifugés pendant 

10 mn à 1 000 rpm sur une centrifugeuse basse vitesse (Jouan) afin d’éliminer le 

précipité ainsi formé. Les concentrations en cholestérol, acides gras non estérifiés, apoB, 

apoAI et albumine sont dosées dans le surnageant et comparées aux incubations 

témoins, dépourvues de FSD, traitées dans des conditions similaires. Dans la suite des 

expériences, la FSD est utilisée à une concentration de 2,5 mg/ml. 

 

 

 

15. Autres méthodes analytiques. 

 

Toutes les analyses biochimiques sont réalisées sur un analyseur centrifuge Cobas-

Fara (Roche). Les concentrations en cholestérol total, cholestérol non estérifié et 

triglycérides sont dosées par des méthodes enzymatiques en utilisant des réactifs 

Boehringer. Le cholestérol HDL est dosé après précipitation des lipoportéines à apoB 

par un mélange d’acide phosphotungstique / MgCl2. Les concentrations en apoB, apoAI, 

apoAII sont mesurées par immunoturbidimétrie (RIFAI et KING 1986) avec des anticorps 

anti-apoB, anti-apoAI, anti-apoAII provenant de chez Behring. Les standards apoAI et 

apoB proviennent de Behringwerke AG et les standards apoAII de chez Immuno AG. La 

concentration en acides gras non estérifiés est mesurée à l’aide de réactifs enzymatiques 

Wako Pure Chemical Industries. L’albumine est dosée grâce à un réactif A-Gent 

Albumin Test de chez Abbott. 
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III. RESULTATS. 

 

A. Sujets normolipidémiques. 

 

1. Corrélation entre la concentration plasmatique en acides gras non 

estérifiés et l’activité CETP. 

 

L’activité CETP a été évaluée en mesurant le transfert d’esters de cholestérol 

tritiés se produisant entre un traceur lipoprotéique exogène marqué vers des fractions 

lipoprotéiques endogènes. Parmi une population de 37 sujets normolipidémiques (CT: 

1,21-2,40 g/l; TG: 0,27-1,42 g/l; acides gras non estérifiés: 0,07-1,02 mmol/l), le taux 

d’esters de cholestérol transférés de la fraction HDL3 vers la fraction d < 1,068 g/ml est 

corrélée positivement avec la concentration en acides gras totaux (r = 0,46; P < 0,005) 

(figure 8). Dans certaines expériences, un transfert bidirectionnel d’esters de cholestérol 

a été mesuré soit à partir d’une dose traceuse de HDL3 vers les lipoprotéines à apoB 

(CETHDL
�

VLDL+LDL) soit à partir d’une dose traceuse de LDL vers la fraction HDL 

plasmatique (CETLDL
�

HDL). Les résultats montrent une corrélation positive (r = 0,46; 

P < 0,05) entre la concentration en acides gras non estérifiés plasmatiques et la 

CETHDL
�

VLDL+LDL alors qu’aucune corrélation (r = -0,05, n.s.) n’est observée entre la 

concentration en acides gras et la CETLDL
�

HDL. 

 

 

 

2. Distribution des acides gras dans les plasmas humains 

normolipidémiques. 

 

Afin d’évaluer la proportion relative des acides gras non estérifiés liés à 

l’albumine et de ceux liés aux lipoprotéines, ces dernières ont été séparées des plasmas 

en utilisant la FSD comme décrit précédemment. Comme le montre la figure 9, le 

pourcentage de cholestérol total, apoB et d’apoAI adsorbé croît progressivement lorsque 
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Figure 8 : Corrélation entre la concentration en acides gras non  

estérifiés plasmatiques et l’activité CETP.  L’activité CETP est mesurée  

comme décrit précédemment entre des HDL 3 marquées et la fraction  

plasmatique d < 1,068 g/ml dans 37 plasmas normolipidémiques.
 

 

 



 1

Figure 9: Influence de la FSD sur l’adsorption de composés plasmatiques . Des échantillons plasmatiques sont traités par des concentrations 

croissantes de FSD comme décrit dans “Matériels & Méthodes”. Les concentrations plasmatiques en apoB, apoAI, cholestérol total, acides gras 

non estérifiés et albumine sont dosées avant et après adsorption sur la FSD. Les valeurs en ordonnée, exprimées en pourcentage de la  

concentration totale, représentent la moyenne ± écart type de trois dosages (total - nonadsorbé).
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la concentration finale en FSD présente dans le milieu augmente. La FSD, à une 

concentration finale de 2,5 mg/ml, permet d’adsorber pratiquement 100% des composés 

lipoprotéiques (absence d’apoB, d’apoAI et de cholestérol total dans le surnageant) alors 

que seulement 5% de l’albumine est co-adsorbée. Il est à noter que cette adsorption 

sélective des lipoprotéines sur la FSD s’accompagne d’une diminution d’environ 25% 

du taux plasmatique d’acides gras non estérifiés (figure 9). 

Le taux d’acides gras non estérifiés de la fraction lipoprotéique a été mesuré dans 

14 plasmas dont la concentration en acides gras variait de 0,16 à 1,07 mmol/l. Comme 

le montre la figure 10, une corrélation positive significative (r = 0,95; P < 0,0001) est 

observée entre la concentration plasmatique totale en acides gras non estérifiés et le taux 

d’acides gras dans les fractions lipoprotéiques. En accord avec des données antérieures 

(SHAFRIR 1958), l’analyse de régression linéaire indique qu’environ 25% des acides gras 

non estérifiés plasmatiques sont localisés dans la fraction lipoprotéique et ce quelle que 

soit leur concentration plasmatique totale. 

 

Des mesures effectuées sur un lot de 10 plasmas (CT: 1,45-2,4 g/l; TG: 0,49-1,42 

g/l; acides gras non estérifiés: 0,16-1,02 mmol/l; albumine: 44-57 g/l), ont mis en 

évidence une corrélation positive entre le taux d’acides gras non estérifiés liés aux 

lipoprotéines plasmatiques et l’activité CETHDL
�

VLDL+LDL (r = 0,65; P < 0,05) (figure 

11). 

 

 

 

3. Effets de l’albumine sur l’activité CETP plasmatique. 

 

L’albumine, principal transporteur des acides gras non estérifiés dans le plasma, 

est susceptible de capter les acides gras à la surface des lipoprotéines lorsqu’elle est 

ajoutée en excès (SHAFRIR 1958). Dans cette étude, la forte affinité de l’albumine pour 

les acides gras non estérifiés a été utilisée afin de confirmer que les acides gras non 

estérifiés liés aux lipoprotéines peuvent être impliqués dans la modulation de la réaction 

de transfert des esters de cholestérol. 
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Figure 10:  Corrélation entre les concentrations en acides gras non  

estérifiés plasmatiques totaux et liés aux lipoprotéines . La concentration  

en acides gras non estérifés est mesurée dans le plasma de 14 sujets  

normolipidémiques avant et après adsorption sur la FSD (concentration  

finale: 2,5 mg/ml). La concentration en acides gras dans la fraction  

lipoprotéique plasmatique est calculée par différence entre la concentration  

en acides gras dans les échantillons non traités et dans les échantillons  

adsorbés sur la FSD.
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Figure 11: Corrélation entre la concentration en acides gras non estérifiés  

liés aux lipoprotéines et l’activité CETP . L’activité CETP est mesurée  

comme décrit précédemment entre des HDL 3 marquées et la fraction  

plasmatique de d < 1,068 g/ml dans 10 plasmas normolipidémiques. La  

concentration en acides gras liés aux lipoprotéines est mesurée après  

adsorption des lipoprotéines sur la FSD (concentration finale : 2,5 mg/ml).
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Pour ce faire, des plasmas ont été supplémentés avec de l’albumine, de pureté 

supérieure à 99% et de concentration finale : 8 g/l, dépourvue d’acides gras. Son effet 

sur le taux de transfert des esters de cholestérol entre les fractions plasmatiques de 

d < 1,068 g/ml et d > 1,068 g/ml a été mesuré. 

Les résultats montrent que l’addition d’albumine dépourvue d’acides gras entraîne 

une très forte réduction de l’activité CETHDL
�

VLDL+LDL (18,3 ± 5,5 % vs 9,8 ± 3,1 %; 

n = 27; P < 0,0001). A l’opposé, l’activité CETLDL
�

HDL n’est pas significativement 

modifiée en présence d’albumine (22,3 ± 4,5 % vs 23,3 ± 5,1 %; n = 27; n.s.) 

 

 

 

4. Transfert net massique d’esters de cholestérol et de triglycérides 

entre les HDL et VLDL+LDL plasmatiques. 

 

Afin de déterminer si les acides gras non estérifiés peuvent non seulement 

influencer la vitesse de transfert des esters de cholestérol mais également la capacité des 

substrats lipoprotéiques à accepter ou à céder des lipides neutres, des plasmas totaux 

sont incubés pendant 24h à 37°C en présence ou en l’absence d’albumine et en présence 

d’un inhibiteur de la LCAT (acide iodoacétique, concentration finale : 1,5 mmol/l). 

Dans les plasmas incubés en l’absence d’albumine, on observe une diminution 

significative du contenu en cholestérol estérifié (-4,5 ± 1,4 mg/dl; P < 0,001) et une 

augmentation du contenu en triglycérides (+14,4 ± 4,7 mg/dl; P < 0,001) des HDL par 

rapport aux plasmas témoins maintenus à 4°C. 

La réduction du contenu en esters de cholestérol observée dans les plasmas 

incubés est significativement (P < 0,001) plus faible en présence d’albumine (-3,8 ± 1,6 

mg/dl) que dans les échantillons non supplémentés (-4,5 ± 1,4 mg/dl). A l’opposé, 

l’augmentation du contenu en triglycérides des HDL est significativement (P < 0,001) 

plus importante en présence d’albumine (+17,7 ± 4,7 mg/dl) que dans les échantillons 

non supplémentés (+14,4 ± 4,7 mg/dl). 
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B. Analbuminémiques. 

 

1. Paramètres plasmatiques. 

 

Les résultats montrent que les patients étudiés présentent un taux d’albumine 

plasmatique significativement inférieur à celui des sujets témoins (20,67 ± 2,52 g/l vs 

44,80 ± 1,09 g/l; P < 0,036). L’hypoalbuminémie est associée à des concentrations 

significativement plus élevées en cholestérol total (4,22 ± 0,47 g/l vs 1,86 ± 0,34 g/l; 

P < 0,036), LDL-C (2,84 ± 0,74 g/l vs 0,84 ± 0,20 g/l; P < 0,036) et triglycérides 

(1,56 ± 0,25 g/l vs 0,72 ± 0,16 g/l; P < 0,036) alors que le HDL-C (0,38 ± 0,05 g/l vs 

0,47 ± 0,07 g/l; n.s.) est diminué comparativement aux sujets témoins. On note par 

conséquent une augmentation du rapport LDL-C / HDL-C chez les patients 

analbuminémiques (7,63 ± 2,45 vs 1,99 ± 0,84; P < 0,036). 

La concentration plasmatique en acides gras non estérifiés totaux ne varie pas 

significativement entre les deux populations étudiées (0,22 ± 0,26 mmol/l vs 0,22 ± 0,15 

mmol/l; P < 0,036). 

 

 

 

2. Composition des lipoprotéines plasmatiques. 

 

Les diverses fractions lipoprotéiques (VLDL, IDL, LDL, HDL2 et HDL3) ont été 

séparées par ultracentrifugation séquentielle et leur contenu en protéines, cholestérol 

(CT, CE), phospholipides et triglycérides a été dosé à l’aide de réactifs enzymatiques 

(Boehringer Mannheim) sur un analyseur Abbott-VP. Les résultats montrent que le 

rapport lipides / protéines est augmenté uniquement dans la fraction LDL des patients 

analbuminémiques (3,23 ± 0,20 vs 1,87 ± 0,95; P < 0,036). Alors que le pourcentage 

massique des composés de surface (phospholipides, cholestérol libre) dans chaque 

fraction lipoprotéique ne diffère pas entre les deux groupes étudiés, quelques différences 

apparaissent lorsque l’on compare leur contenu en lipides neutres (esters de cholestérol 

et triglycérides). En effet, les patients analbuminémiques présentent une augmentation 
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de leurs esters de cholestérol dans les fractions VLDL et LDL comparativement aux 

sujets témoins. Chez les analbuminémiques, les triglycérides sont diminués dans les 

VLDL et IDL et augmentés dans les HDL, sans toutefois être significativement 

différents par rapport aux sujets témoins. Le rapport cholestérol / triglycérides est 

augmenté dans les lipoprotéines à apoB des analbuminémiques (VLDL, IDL et LDL) et 

diminué dans la fraction HDL. Du fait du nombre restreint de patients étudiés, les 

différences observées dans le rapport cholestérol / triglycérides entre les deux groupes 

de sujets ne sont pas significativement différentes, à l’exception de la fraction VLDL. 

 

 

 

3. Densité et taille des LDL. 

 

Afin de déterminer si l’augmentation significative du rapport lipides / protéines, 

observé au niveau des LDL des patients analbuminémiques, peut être dû à une 

modification de la taille et de la densité de ces particules, les LDL ont été séparées d’une 

part par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions natives et d’autre part 

par ultracentrifugation en gradient de densité. Comparées aux LDL des sujets témoins, 

les LDL des analbuminémiques présentent une taille supérieure (27,0 ± 0,5 nm vs 

26,6 ± 0,2 nm; n.s.) et une densité moyenne significativement inférieure (1,041 ± 0,041 

vs 1,045 ± 0,001; P < 0,036). 

 

 

 

4. Distribution des acides gras non estérifiés parmi les lipoprotéines 

plasmatiques. 

 

Afin de déterminer si l’hypoalbuminémie est associée à une modification dans la 

répartition plasmatique des acides gras non estérifiés, les lipoprotéines plasmatiques ont 

été adsorbées sur la FSD comme décrit précédemment, et le contenu en acides gras de la 

fraction dépourvue de lipoprotéines a été dosé par des techniques enzymatiques. Bien 
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que présentant des concentrations plasmatiques en acides gras non estérifiés similaires 

(analbuminémiques: 0,22 ± 0,26 mmol/l; témoins: 0,22 ± 0,15 mmol/l; P < 0,036), de 

fortes différences apparaissent au niveau de la distribution de ces composés dans les 

lipoprotéines de ces deux groupes (figure 12). Ainsi, la majeure partie des acides gras 

non estérifiés est retrouvée dans la fraction lipoprotéique des analbuminémiques (BR: 

59 ± 3 %; RR: 68 ± 3 %; ZA: 88 ± 20 %). Les sujets témoins présentent quant à eux un 

maximum de 10 % de leurs acides gras dans la fraction lipoprotéique. 

La séparation des lipoprotéines par ultracentriguation séquentielle a permis de 

quantifier plus finement la répartition des acides gras non estérifiés au sein des 

particules lipoprotéiques. En accord avec les données obtenues par adsorption des 

lipoprotéines plasmatiques sur la FSD, chez les analbuminémiques la majorité des 

acides gras non estérifiés se retrouvent dans les fractions LDL, HDL2, HDL3. A 

l’opposé, seule une petite partie des acides gras non estérifiés est retrouvée dans la 

fraction contenant les lipoprotéines riches en triglycérides (VLDL et IDL), que ce soit 

chez les patients analbuminémiques ou les sujets témoins. Ainsi, la forte proportion en 

acides gras non estérifiés dans les LDL des patients analbuminémiques comparée à celle 

des sujets témoins (33,9 ± 4,3 % vs 3,2 ± 2,3 % des acides gras plasmatiques) augmente 

l’électronégativité de ces particules qui en gel d’agarose migrent plus loin en direction 

de l’anode (figure 13-A). En effet, les LDL de sujets analbuminémiques présentent une 

distance de migration (7,1 ± 0,3 mm) significativement (P < 0,036) supérieure à celle 

des LDL de sujets témoins (5,4 ± 0,4 mm) (figure 13-B). De plus, la distance de 

migration des LDL en gel d’agarose est corrélée positivement avec leur contenu en 

acides gras (r = 0,78; P = 0,04). 
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Figure 12 : Distribution des acides gras non estérifiés au sein des  

lipoproteines. Les fractions lipoprotéiques plasmatiques (VLDL, IDL, LDL et   

HDL) sont séparées par ultracentrifugation séquentielle. Les résultats sont  

exprimés en pourcentage des acides gras non estérifiés plasmatiques liés à  

chaque fraction lipoprotéique chez les trois patients analbuminémiques (ZA,  

BR, RR) et chez les cinq sujets témoins. 

Les valeurs pour les analbuminémiques représentent la moyenne de trois  

mesures et pour les témoins la moyenne± écart type de cinq sujets.
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Figure 13 : Profils électrophorétiques en gel d’agarose de LDL isolées à  

partir de plasmas de patients analbuminémiques ou de sujets témoins . Les 

LDL plasmatiques sont isolées par ultracentrifugation et leur mobilité  

électrophorétique est déterminée, comme décrit dans la section “sujets et  

méthodes”, par électrophorèse sur gel d’agarose et analyse d’image.
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5. Transferts d’esters de choléstérol radioactifs chez les 

analbuminémiques et les témoins. 

 

Comme le montre la figure 14, le taux de transfert des esters de cholestérol vers la 

fraction de d < 1,068 g/ml augmente progressivement durant les 3 premières heures 

d’incubation jusqu’à atteindre un plateau pour les temps d’incubation supérieurs à 4,5h. 

Durant la période étudiée, l’activité de transfert des esters de cholestérol chez les 

patients analbuminémiques est constamment et significativement (P < 0,036) supérieure 

à celle des sujets témoins. Après 3h d’incubation, l’activité moyenne de transfert des 

esters de choléstérol, exprimée en pourcentage de radioactivité transférée des HDL3 vers 

les lipoprotéines à apoB par heure et par millilitre de plasma, est significativement 

supérieure (P < 0,036) chez les patients analbuminémiques (473,6 ± 107,3 %.h-1.ml-1) 

comparativement aux sujets témoins (227,5 ± 84,0 %.h-1.ml-1). 

 

 

 

6. Effets de la supplémentation en albumine sur l’activité de transfert. 

 

In vitro, l’albumine est susceptible de capter les acides gras présents à la surface 

des substrats lipoprotéiques lorsqu’elle est ajoutée à des plasmas normaux ou 

hypoalbuminémiques (SHAFRIR 1958). Dans cette étude, nous avons utilisé la forte 

capacité de l’albumine à lier les acides gras afin de confirmer que des concentrations 

élevées en acides gras liés aux lipoprotéines peuvent expliquer, au moins en partie, 

l’augmentation de l’activité de transfert. 

Pour ce faire, des plasmas de patients analbuminémiques ou de sujets témoins ont 

été supplémentés avec des concentrations croissantes d’albumine dépourvue en acides 

gras. Après ajout de 5, 10, 15 et 20 g/l d’albumine l’activité de transfert chez les sujets 

témoins a été réduite de respectivement -28,3 ± 16,4, -42,2 ± 20,7, -47,1 ± 25,6, -

50,1 ± 23,7 %.h-1.ml-1, comparativement aux incubations homologues non 

supplémentées en albumine. 
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Figure 14: Transferts d’esters de cholestérol radioactifs des HDL 3 vers 

la fraction plasmatique de d < 1,068 g/ml. L’activité de transfert des  

esters de cholestérol est mesurée comme décrit précédemment dans les  

sérums de trois patients analbuminémiques (ZA, BR et RR) et cinq sujets  

témoins. Pour les analbuminémiques, les valeurs représentent la moyenne ±  

écart type de trois mesures chez chaque sujet. Pour les témoins, les valeurs  

représentent la moyenne ± écart type des cinq sujets normolipidémiques.
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Chez les patients analbuminémiques et dans des conditions similaires, cette 

réduction a été de -54,4 ± 46,6, -92,4 ± 46,6, -122,2 ± 31,1 et -144,6 ± 66,2 %.h-1.ml-1. 

L’activité observée entre les deux types de sujets est significativement différente aux 

plus fortes concentrations en albumine étudiées 15 g/l (P = 0,05) et 20 g/l (P = 0,027) 

(figure 15). 

L’activité spécifique CETP dans les plasmas supplémentés en albumine est 

estimée en calculant le rapport entre l’activité de transfert des esters de cholestérol et la 

concentration massique en CETP. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’esters 

de cholestérol radioactifs transférés par heure et par microgramme de CETP (%.h-1.µg-

1). Les sujets analbuminémiques présentent une activité spécifique, augmentée par 

rapport aux sujets témoins, respectivement 93,4 ± 10,1 et 78,1 ± 15,9 %.h-1.µg-1, bien 

que non significativement différente. Lorsque des plasmas analbuminémiques sont 

supplémentés avec des concentrations croissantes en albumine dépourvue d’acides gras, 

l’activité spécifique moyenne est diminuée de manière quasiment linéaire dans la 

gamme de concentration étudiée (figure 15). A l’opposé, dans les plasmas des sujets 

témoins l’activité spécifique CETP diminue très rapidement pour de faible 

concentrations en albumine dépourvue d’acides gras ajoutées (5 et 10 g/l). Au delà de 

ces concentrations, l'addition supplémentaire d'albumine n'entraîne plus de réduction 

significative de l'activité de transfert. A la concentration la plus élevée étudiée (20 g/l), 

les activités spécifiques CETP mesurées chez les patients analbuminémiques et les 

sujets témoins sont pratiquement identiques (66,1 ± 7,7 vs 61,7 ± 15,1%.h-1.µg-1). 

L’analyse de régression linéaire met en évidence une forte corrélation (r = 0,94) entre 

d’une part la concentration en albumine dépourvue d’acides gras ajoutée dans le milieu 

et d’autre part la variation d’activités de transfert. Comme le montre la figure 15 (graphe 

supérieur), lorsque la concentration en albumine ajoutée augmente, la variation 

d’activité de transfert diminue progressivement jusqu’à atteindre virtuellement une 

différence d'activité de transfert nulle pour une concentration en albumine ajoutée égale 

à 28 g/l. 
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Figure 15:  Effets de la supplémentation de plasmas totaux en albumine  

(dépourvue d’acides gras) sur l’activité spécifique CETP . L’activité spécifique  

est mesurée des HDL 3 vers les lipoprotéines à apo.B. Les valeurs représentent la  

moyenne de trois plasmas de patients analbuminémiques (cercles pleins)  et de cinq  

plasmas de sujets témoins. Les différences entre les échantillons analbuminémiques  

et témoins sont calculées et corrélées avec la concentration en albumine (dépourvue  

d’acides gras) ajoutée dans le milieu d’incubation (graphe supérieur).
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C. Syndromes néphrotiques. 

 

1. Paramètres plasmatiques. 

 

Les résultats montrent, chez les patients présentant un syndrome néphrotique, une 

augmentation significative du cholestérol total (3,48 ± 0,28 g/l vs 1,77 ± 0,11 g/l, 

P < 0,001), du cholestérol LDL (2,73 ± 0,27 g/l vs 1,21 ± 0,10 g/l, P < 0,001) et des 

triglycérides (1,95 ± 0,25 g/l vs 0,76 ± 0,05 g/l, P < 0,001) et une diminution du 

cholestérol HDL (0,36 ± 0,04 g/l vs 0,41 ± 0,01 g/l, P < 0,01) comparativement aux 

sujets témoins. Par ailleurs, le taux d'acides gras non estérifiés plasmatiques, bien que se 

situant dans des gammes normales de concentration chez ces deux populations, sont 

légèrement augmentés chez les patients présentant un syndrome néphrotique 

(0,193 ± 0,028 mmol/l vs 0,121 ± 0,060 mmol/l; P < 0,05), lesquels ont également un 

taux d'albumine plasmatique effondré (25 ± 1 g/l vs 45 ± 1 g/l; P < 0,001). 

 

 

 

2. Activité CETP plasmatique. 

 

Les activités de transfert ont été déterminées, comme décrit précédemment, en 

mesurant le taux d'esters de cholestérol radioactifs transferés d'un substrat lipoprotéique 

donneur marqué ([3H]CE-HDL3) vers des lipoprotéines à apoB. Chez les sujets 

présentant un syndrome néphrotique l'activité CETP est augmentée comparativement 

aux sujets témoins (46,9± 4,4 % vs 18,5 ± 2,9 %; P < 0,001). Cette activité augmentée 

s'explique en partie par une augmentation de la masse CETP chez les néphrotiques 

(3,2 ± 0,9 vs 1,9 ± 0,1 mg/l; P < 0,001). Cependant, il faut noter que non seulement la 

concentration massique en CETP mais également la capacité de la CETP à interagir 

avec les lipoprotéines plasmatiques sont augmentées chez les néphrotiques. En effet, 

chez ces sujets, l'activité spécifique exprimée en taux d'esters de cholestérol transférés 

par nanogramme de CETP est significativement supérieure à celle des sujets témoins 

(0,59 ± 0,04 %/ng vs 0,38 ± 0,06 %/ng; P < 0,05). 
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3. Effets des acides gras non estérifiés liés aux lipoprotéines sur la 

charge électrostatique des lipoprotéines et sur l'activité CETP. 

 

Les patients présentant un syndrome néphrotique, outre une augmentation de la 

concentration plasmatique en acides gras non estérifiés (0,193 ± 0,028 mmol/l vs 

0,121 ± 0,060 mmol/l; P < 0,05), montrent une distribution augmentée de ces acides 

gras dans leurs lipoprotéines plasmatiques (34,4 ± 7,7 % chez les néphrotiques vs 

7,6 ± 3,0 % chez les témoins). On observe par ailleurs une corrélation négative (r = -

0,56; P < 0,05) entre la proportion d'acides gras liés aux lipoprotéines et la 

concentration plasmatique d'albumine. Le taux d'acides gras liés aux lipoprotéines est 

augmenté dans toutes les fractions lipoprotéiques chez les néphrotiques, cependant, les 

différences observées entre ces deux populations ne sont significatives que pour la 

fraction LDL (14,8 ± 3,5 % des acides gras totaux dans les LDL chez les néphrotiques 

vs 0,4 ± 0,4 % chez les témoins). 

La mobilité électrophorétique des LDL plasmatiques, mesurée par électrophorèse 

sur gel d'agarose, montre une diminution de la charge électrostatique - c'est à dire une 

augmentation d'électronégativité - des LDL (-4,3 ± 0,1 mV vs -3,9 ± 0,1 mV; P < 0,05) 

et des HDL (-11,5 ± 0,1 mV vs -11,1 ± 0,2 mV; P < 0,05) chez les sujets néphrotiques 

comparativement aux sujets témoins. De plus, la charge électronégative, des fractions 

LDL et HDL plasmatiques, est corrélée positivement avec la concentration plasmatique 

en albumine parmi les deux populations (r = 0,77; P < 0,0001 et r = 0,52; P = 0,01, 

respectivement) suggérant par là même un rôle direct de l'hypoalbuminémie sur 

l'augmentation d'électronégativité des lipoprotéines. Enfin, les résultats montrent une 

corrélation positive et significative entre la proportion d'acides gras plasmatiques liés 

aux lipoprotéines et l'activité CETP plasmatique (r = 0,55; P < 0,01). 
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4. Effets de la supplémentation en albumine sur la charge des 

lipoprotéines plasmatiques et sur l'activité CETP. 

 

Afin de démontrer que l'hypoalbuminémie, associée aux syndromes néphrotiques, 

peut expliquer au moins en partie les variations d'activité de transfert des esters de 

cholestérol observées, des plasmas ont été supplémentés en albumine - dépourvue 

d'acides gras - et l'activité de transfert ainsi que la charge électronégative des LDL et 

HDL plasmatiques ont été mesurées. 

Les résultats montrent que la captation par l'albumine des acides gras non 

estérifiés, liés aux lipoprotéines, induit une augmentation de la charge électrostatique - 

c'est à dire une diminution de l'électronégativité - des LDL (-4,3 ± 0,1 mV avant 

supplémentation vs -4,1 ± 0,1 mV après supplémentation; P < 0,05) chez les 

néphrotiques alors qu'aucune variation n'est observée chez les témoins (-3,9 ± 0,1 mV 

avant et après supplémentation). La charge des HDL varie quant à elle de -11,5 ± 0,1 

mV (avant supplémentation) à -10,6 ± 0,1 mV (après supplémentation) chez les 

néphrotiques (P < 0,0001) et de -11,1 ± 0,1 mV (avant supplémentation) à -10,3 ± 0,1 

mV (après supplémentation) chez les témoins. La supplémentation en albumine induit 

par ailleurs une réduction de l'activité CETP de 46,9 ± 4,4 % à 37,1 ± 3,6 % chez les 

néphrotiques et de 18,4 ± 2,9 % à 14,4 ± 2,2 % chez les témoins. 

 

 

IV. DISCUSSION. 

 

Les acides gras non estérifiés constituent une source importante d’énergie pour 

divers tissus et de nombreuses études ont été réalisées afin de déterminer les propriétés 

et les états physiques des acides gras durant leur transport dans les milieux biologiques 

tels que les compartiments intracellulaires ou plasmatiques. Les acides gras peuvent 

ainsi être impliqués dans divers processus biologiques parmi lesquels l’agrégation 

plaquettaire (HOAK et al. 1970), la liaison des LDL à leur récepteurs cellulaires de 

surface (BIHAIN et al. 1989), la clairance des lipoprotéines riches en triglycérides (YEN 

et al. 1994), l’estérification du cholestérol plasmatique par la LCAT (HOMMA 1989), 
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l’hydrolyse des triglycérides par la LPL (SAXENA et al. 1989) ou bien encore la secrétion 

de la CETP par des lignées cellulaires type CaCo2 (FAUST et al. 1988) ou HepG2 

(SPERKER et al. 1993). 

In vitro, il a été clairement démontré que les acides gras modulaient l’interaction 

de la CETP avec les substrats lipoprotéiques (SAMMETT et TALL 1985, BARTER et al. 

1990b, LAGROST et BARTER 1991b, NISHIDA et al. 1993) et que leur ionisation, leur 

concentration finale, leur degré d’insaturation, la configuration cis ou trans de leur 

double liaison ou leur aptitude à modifier la fluidité les lipoprotéines (SAMMETT et TALL 

1985, LAGROST et BARTER 1991b, LAGROST 1992a, NISHIDA et al. 1993, FOUCHER et al. 

1996) étaient des facteurs importants du mécanisme de régulation de l'activité de la 

CETP. Par ailleurs, in vitro, la faculté des acides gras à moduler cette activité est inhibée 

en présence d’albumine dépourvue d’acides gras (SAMMETT et TALL 1985, BARTER et 

al. 1990b, LAGROST et BARTER 1991b). En fait, l’effet observé lors de la 

supplémentation en albumine semble être principalement dû à la capacité de l'albumine 

à lier les acides gras plutôt qu’à un rôle hypothétique direct de l'albumine sur l’activité 

de transfert. SAMMETT et TALL (1985) ont ainsi démontré que cette supplémentation 

inhibait l'aptitude des acides gras à moduler l’échange (CETP dépendant) d’esters de 

cholestérol entre des substrats lipoprotéiques isolés. A l’opposé, l'addition d'albumine 

seule, en absence d'acides gras, n’affecte pas cette réaction de transfert (LAGROST et 

BARTER 1991). 

In vivo, les acides gras sont majoritairement liés à l’albumine (SHAFRIR 1958), 

mais ils peuvent également être retrouvés dans les membranes des cellules endothéliales 

et sanguines et au niveau des particules lipoprotéiques (SMALL 1992). Dans des 

conditions physiologiques normales, les acides gras peuvent se lier à trois sites 

spécifiques de haute affinité sur l’albumine (CISTOLA et al. 1986, 1987a-b) (figures 16 et 

17). En considérant l’existence de ces trois sites de haute affinité, on peut envisager que 

lorsque le rapport molaire acides gras / albumine est supérieur à trois on puisse, in vivo, 

avoir une redistribution des acides gras plasmatiques vers les membranes cellulaires et 

les lipoprotéines. Cependant des études ont révélé que des modifications de la 

distribution plasmatique des acides gras pouvaient être observées à de plus faibles 

rapport molaires.  
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Figure 16: Structure primaire de l’albumine bovine. Sur ce schéma sont figurés 
les divers acides aminés constitutifs de la molécule d’albumine bovine (    ) ainsi  
que ceux intervenant dans les sites de liaison des acides gras (      ). 
Sont également représentés les ponts disulfure (  ) et les boucles de repliement  
constitutives de la molécule (   ). 
D’après :  

 Kragh-Hansen (1981) Pharmacological Review 33, 17-53. 
 Panjenshahin (1992) Biochem. Pharma. 44, 873-879.
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Figure 17: Schéma de la molécule d’albumine et des sites de liaison des acides gras.  Les acides  
gras à chaîne longue occupent 3 sites de haute affinité (1C, 2C, 3 C) avec leur tête carboxylique a  
l’entrée du canal et leur chaîne carbonée à l’intérieur du canal. Les sites 1AB, 2AB et 3AB étant des 
sites de plus faible affinité pour les acides gras à longue chaîne et à chaîne courte. Les molécules  
d’acides gras représentent environ 200 nm (C16:0). La longueur du canal de liaison (environ 300  
nm) ne permet pas de lier entièrement 2 molécules de C16:0. Ainsi, dans certains sites de liaison, les 
molécules d’acide gras font saillie hors du site de liaison.
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Les acides gras totaux peuvent donc être redistribués progressivement vers les 

membranes cellulaires et les lipoprotéines plasmatiques lorsque le rapport molaire 

acides gras / albumine augmente (CISTOLA et SMALL 1991). On peut ainsi supposer que 

toute augmentation anormale du rapport molaire acides gras / albumine, résultant soit 

d’une augmentation la concentration plasmatique en acides gras non estérifiés soit d’une 

diminution du taux plasmatique d’albumine, puisse être associée à un accroissement du 

contenu en acides gras non estérifiés des membranes cellulaires et des lipoprotéines 

plasmatiques. 

Jusqu’à présent, peu d'études avaient posé la question de savoir si, in vivo, les 

acides gras non estérifiés, liés aux lipoprotéines, malgré leur faible concentration, 

pouvaient avoir une influence quelconque sur l'activité CETP. Nous avons donc étudié 

une population normolipidémique, facilement recrutable, mais chez laquelle les acides 

gras, liés aux lipoprotéines, représentaient une fraction minoritaire des acides gras non 

estérifiés totaux (SHAFRIR 1958), ce qui pouvait poser des problèmes quant à la 

significativité des résultats. Si dans ces conditions il nous était possible de démontrer un 

effet des acides gras liés aux lipoprotéines, celui-ci pourrait être considérablement 

augmenté dans toutes situations entraînant une redistribution préférentielle des acides 

gras de l'albumine vers les lipoprotéines. Nous avions émis l'hypothèse que cette 

redistribution des acides gras non estérifiés de l'albumine vers les lipoprotéines devait 

augmenter l'électronégativité de ces macromolécules induisant consécutivement une 

augmentation de l'activité CETP dans ces plasmas. Nous avons ainsi été amenés à nous 

intéresser à deux types de pathologies (analbuminémie et syndrome néphrotique) dans 

lesquelles on pouvait s'attendre à observer une augmentation anormale du rapport 

molaire acides gras / albumine, résultant soit d’une augmentation de la concentration 

plasmatique en acides gras non estérifiés (comme c'est le cas chez les personnes 

présentant un syndrome néphrotique) soit d’une diminution du taux plasmatique 

d’albumine (observé chez des analbuminémiques et des syndromes néphrotiques). 

En accord avec les données de SHAFRIR (1958), nous avons pu confirmer dans 

cette étude, soit en utilisant des techniques d’adsorption sur la FSD soit par 

ultracentrifugation que, bien que les acides gras soient majoritairement liés à l’albumine 

chez les témoins normolipidémiques, une fraction faible est liée aux lipoprotéines. 

L’analyse du contenu en acides gras non estérifiés des lipoprotéines des populations 
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hypoalbuminémiques (analbuminémiques et syndromes néphrotiques), qui présentent un 

taux d’albumine plasmatique très faible (inférieur à 25 g/l) et une activité de transfert 

des lipides neutres très augmentée comparativement aux sujets témoins, montrent, que 

ces patients présentent un taux plasmatique d’acides gras similaire (analbuminémiques) 

ou augmenté (néphrotiques) par rapport à celui des témoins, une redistribution 

préférentielle des acides gras au niveau de la fraction lipoprotéique (principalement 

LDL). 

Par ailleurs, nous avons clairement démontré, chez les témoins 

normolipidémiques, l'existence d'une corrélation positive significative (r = 0,95; 

P < 0,0001) entre le taux d'acides gras non estérifiés et la concentration en acides gras 

liés aux lipoprotéines (figure 10). Il existe par ailleurs une corrélation qui, bien que 

faible, n’en demeure pas moins significative (r = 0,46; P < 0,005), entre d’une part la 

concentration en acides gras plasmatiques et d’autre part l’activité CETP. Cette 

corrélation est renforcée lorsque l’activité de transfert est comparée non plus à la 

concentration plasmatique en acides gras totaux mais à la concentration en acides gras 

liés aux lipoprotéines que ce soit chez des sujets normolipidémiques (r = 0,65; P < 0,05) 

(figure 11) ou chez des sujets néphrotiques (r = 0,55; P < 0,01). Ces résultats permettent 

de penser que si, in vivo, les acides gras non estérifiés sont susceptibles de moduler 

l'activité CETP, ce sont principalement les acides gras liés aux lipoprotéines et non ceux 

liés à l'albumine qui peuvent jouer ce rôle. 

Des expériences de capture des acides gras à la surface des lipoprotéines par 

l’albumine dépourvue d’acides gras (SHAFRIR 1958) montrent que cette 

supplémentation, qui n’entraîne qu’une très faible diminution d’activité chez des sujets 

normolipidémiques, induit une très forte réduction de l’activité de transfert dans des 

plasmas hypoalbuminémiques. De plus, l’activité CETP ayant tendance à diminuer 

jusqu’à une valeur de base lorsque la concentration plasmatique en albumine est 

normalisée, l’augmentation d’activité CETP plasmatique associée à l’analbuminémie 

semble être directement liée à une augmentation du contenu en acides gras des 

lipoprotéines plasmatiques. 

En fait, chez les analbuminémiques, la distribution différente des acides gras non 

estérifiés entre l’albumine et les lipoprotéines induit une augmentation significative de 
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la mobilité électrophorétique des particules LDL, en direction de l’anode sur gel 

d’agarose, indiquant par là même une augmentation de leur électronégativité (figure 13) 

dûe aux acides gras présents à la surface des lipoprotéines. Chez les patients présentant 

un syndrome néphrotique la charge électrostatique (SPARKS et PHILIPPS 1992) des LDL 

et des HDL plasmatiques est corrélée positivement avec la concentration en albumine 

plasmatique parmi les sujets étudiés. En d’autres termes une augmentation de la sévérité 

de l’hypoalbuminémie est associée avec une électronégativité accrue des lipoprotéines. 

Chez les patients présentant un syndrome néphrotique, l’addition d’albumine induit une 

diminution de la charge électronégative des LDL et HDL plasmatiques entrainant 

consécutivement une réduction de l’activité de transfert des lipides neutres. A l'opposé, 

chez des témoins normolipidémiques, on observe une diminution de l'électronégativité 

des HDL alors que la charge des LDL n'est pas modifiée. La réduction 

d'électronégativité des HDL n'entraîne pas de modification de l'activité de transfert des 

esters de cholestérol. Comme nous le montrerons au chapitre suivant, nous avons pu 

constater que chez les analbuminémiques les LDL les plus électronégatives constituaient 

des accepteurs préférentiels dans la réaction de transfert des esters de cholestérol. 

 

En conclusion, nos résultats tendent à démontrer que dans des conditions 

physiologiques normales la faible proportion des acides gras non estérifiés liés aux 

lipoprotéines peut avoir une influence, qui bien que faible n'en demeure pas moins 

significative, sur l'activité de la protéine de transfert des esters de cholestérol. Le rôle de 

ces acides gras en tant qu'activateurs de la CETP est augmenté dans certaines situations 

pathologiques associées à une redistribution des acides gras de l'albumine vers les 

lipoprotéines, comme nous l'avons mis en évidence dans les deux types 

d'hypoalbuminémies étudiées (analbuminémie et syndrome néphrotique). En fait, il 

semble probable que ce phénomène d'activation, par les acides gras non estérifiés liés 

aux lipoprotéines, ne soit pas circonscrit aux seules hypoalbuminémies mais qu'il puisse 

être également appliqué à d'autres modèles physiopathologiques tels que l'anorexie 

mentale ou bien encore le diabète non insulino-dépendant. Mais au delà du rôle des 

acides gras proprement dit, il nous paraît important de considérer qu'il existe un "effet 

charge" qui serait à même de réguler l'activité de la CETP (MASSON et al. 1996). 
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Dans la suite de notre travail, nous avons essayé de mieux préciser ce mécanisme 

et notamment nous avons cherché à savoir si d’autres composés, présentant des 

structures chimiques similaires à celles des acides gras, étaient susceptibles d’induire 

des modifications de l’électronégativité des lipoprotéines, augmentant d'une part 

l’interaction de la CETP avec les lipoprotéines et d'autre part l’activité de cette protéine. 
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DEUXIEME PARTIE 

 

 

 

EXPLORATION PAR UNE NOUVELLE METHODE DE MESURE DU 

TRANSFERT DES ESTERS DE CHOLESTEROL ENTRE LES DIVERSES 

FRACTIONS LIPOPROTEIQUES DU PLASMA PAR ELECTROPHORESE 

SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN GRADIENT. 

 

 

 

 

cf. Annexe 2: 

Increased cholesteryl ester transfer activity in plasma from analbuminemic 

patients. 

BRASCHI, S., LAGROST, L., FLORENTIN, E., MARTIN, C., ATHIAS, A., GAMBERT, 

P., KREMPF, M., LALLEMANT, C. & JACOTOT, B. 

Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 16, 441-449 (1996) 

 

cf. Annexe 4: 

Polyacrylamide gradient gel electrophoresis as a method to measure transfers 

of radiolabeled cholesteryl esters between several plasma lipoprotein 

fractions. 

FLORENTIN, E., LAGROST, L., LALLEMANT, C. & GAMBERT, P. 

Anal. Biochem. 216, 352-357 (1994) 
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I. INTRODUCTION 

 

La CETP constituant un des facteurs susceptibles d'influencer la distribution du 

cholestérol entre les LDL et HDL, de nombreuses méthodes de dosage ont été 

développées afin de mesurer l'activité de transfert des esters de cholestérol dans divers 

échantillons biologiques, parmi lesquels le plasma humain. La plupart des méthodes 

utilisées pour quantifier l'activité de transfert sont basées sur la mesure du taux de 

transfert des esters de cholestérol d'un substrat lipoprotéique donneur vers un substrat 

accepteur (QUIG et ZILVERSMIT 1990). Cependant, la réaction de transfert, catalysée par 

la CETP est très complexe et les transferts d'esters de cholestérol ont lieu entre toutes les 

fractions lipoprotéiques. Ainsi, la mesure du taux de transfert des esters de cholestérol 

d'un substrat lipoprotéique marqué vers un substrat lipoprotéique accepteur unique 

reflète de manière partielle les transferts d'esters de cholestérol tels qu'ils se produisent 

dans le plasma. Par conséquent, une évaluation complète de cette activité devrait 

prendre en compte ces transferts dans leur globalité. Cette mesure, impliquant le 

fractionnement de toutes les classes de lipoprotéines, s'avère être quelque peu 

fastidieuse en utilisant des techniques telles que l'ultracentrifugation séquentielle ou la 

précipitation. 

Dans cette étude, les transferts multiples d'esters de cholestérol ont été évalués en 

utilisant une approche différente consistant à séparer les diverses classes de 

lipoprotéines par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient de concentration 

20-160 g/l, à découper, puis à dissoudre le gel par l'hypochlorite de sodium (NaOCl) et 

finalement à mesurer la radioactivité contenue dans les diverses fractions lipoprotéiques 

par comptage des fragments de gels de polyacrylamide dissous (Figure 18). 

A titre d'exemple, cette méthode électrophorétique a été appliquée, chez des sujets 

normolipidémiques, à la mesure du taux d’esters de cholestérol radioactifs transférés 

soit à partir de HDL3 vers les deux autres fractions lipoprotéiques plasmatiques 

principales les VLDL et LDL (CETHDL→VLDL+LDL) soit à partir de LDL vers les HDL 

(CETLDL→HDL). Dans un second temps, cette technique a été appliquée à la mesure du 

transfert d'esters de cholestérol au sein de plasmas de patients analbuminémiques en 

comparaison avec des plasmas de sujets témoins. 
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En fait, l'intérêt de cette technique réside dans le fait qu'elle permet de mesurer de 

manière fine les transfert d'esters de cholestérol radioactifs sur une fraction 

lipoprotéique précise. Elle nous a également permis de confirmer que les LDL des 

patients analbuminémiques, qui comme nous l'avons démontré précédemment ont une 

électronégativité augmentée compte tenu de la forte concentration en acides gras non 

estérifiés présents à leur surface, sont également les accepteurs préférentiels dans la 

réaction de transfert catalysée par la CETP. 

 

 

 

II. MATERIELS & METHODES 

 

1. Préparation des lipoprotéines radioactives. 

 

Des HDL3 sont radiomarquées comme décrit précédemment. Dans certaines 

expériences, des HDL2 et LDL radioactives sont nécessaires. Afin de permettre le 

transfert d'esters de cholestérol radioactifs des HDL3 vers les fractions LDL 

(1,019 < d < 1,055 g/ml) et HDL2 (1,07 < d < 1,12 g/ml), ces deux dernières fractions 

sont incubées pendant 6 h à 37°C avec la fraction plasmatique de d > 1,13 g/ml 

préalablement incubée pendant 24 h à 37°C avec du cholestérol radioactif. A l'issue de 

l'incubation, les fractions LDL, HDL2 et HDL3 radioactives sont à nouveau réisolées par 

ultracentrifugation séquentielle comme décrit précédemment. Les fractions LDL, HDL2 

et HDL3 ainsi obtenues sont dialysées une nuit à 4°C contre un tampon PBS. Le rapport 

[3H]CE / [3H]CL au sein des particules est estimé en utilisant les techniques d'extraction 

des lipides et de chromatographie sur couche mince précédemment décrites. Les 

résultats montrent que les LDL, HDL2 et HDL3 présentent plus de 95% de leur 

radioactivité dans la fraction esters de cholestérol. 
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2. Milieu d'incubation. 

 

Une dose traceuse de HDL3 (HDL2 ou LDL) radiomarquées (10 nmol de 

cholestérol) est ajoutée à 150 µl de plasma humain dans un volume final de 200 µl. 

L'activité de la lecithine:cholesterol acyltransferase (LCAT) plasmatique est bloquée par 

ajout d'iodoacétate au milieu réactionnel (concentration finale : 1,5 mmol/l). Les 

mélanges sont incubés 3h à 37°C. A l'issue de l'incubation, les lipoprotéines sont 

séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient. 

 

 

 

3. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient de concentration. 

 

Avant l'électrophorèse, un volume de lipoprotéines plasmatiques des milieux 

d'incubation est précoloré par 0,5 volume d'une solution de Noir Soudan B à 5 g/l dans 

l'ethylène glycol comme décrit par GAMBERT et al. (1990). Les échantillons sont ajoutés 

au noir soudan sous agitation douce puis placés à 4°C pendant 15 mn. Par la suite, les 

échantillons sont soumis à centrifugation pendant 10 mn à la vitesse de 13 000 rpm dans 

une centrifugeuse Biofuge A Heraeus Christ. L'électrophorèse se déroule suivant la 

procédure décrite précédemment (GAMBERT et al. 1990). Après une préélectrophorèse 

de 1 h à 50 V, une aliquote de 10 µl du milieu d'incubation coloré au noir soudan est 

déposée sur un gel de polyacrylamide en gradient 20-160 g/l dans des puits de 3 mm de 

large. L'électrophorèse se déroule à 4°C pendant 2 h à 30 V, 1 h à 60 V et 14 h à 80 V 

dans un tampon de migration composé de 14 mmol/l de Tris, 110 mmol/l de glycine, 

1,5 mmol/l de NaN3 (pH 8,4). A l'issue de l'électrophorèse, les portions de gel contenant 

les fractions lipoprotéiques ("Top gel+VLDL", "LDL", "Intermediate", "HDL2", "HDL3" 

et "Bottom gel") sont découpées avec un scalpel (figure 18-19) et transférées dans des 

tubes de polyethylène à vis de 20 ml. Une bande complète de gel contenant l'ensemble 

des lipoprotéines d'un même sérum est également découpée afin d'estimer la 

radioactivité totale (figure 18). 
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Top Gel + VLDL 

LDL 

Intermediate 

HDL 

HDL2 

HDL3 

Bottom Gel 

Figure 19:  Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient de  

concentration 20-160 g/l de 3 plasmas totaux, après coloration au  

noir soudan. Des aliquotes de 10µl de plasma précoloré au noir soudan  

B sont déposées sur un gel de polyacrylamide en gradient de  

concentration 20-160 g/l puis soumis à électrophorèse. A l’issue de  

l’électrophorèse, des portions “ Top Gel +VLDL”, “LDL”,  

“Intermediate”, “HDL” et “ Bottom Gel”sont identifiées puis découpées  

avec une lame de scalpel comme indiqué sur cette figure.
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4. Comptage radioactif des fragments de gel. 

 

La radioactivité totale retrouvée dans les fragments de gels de polyacrylamide est 

mesurée après dissolution de ces derniers en présence d'hypochlorite de sodium 

(NaOCl) (S.A. Gédé, Lyas Privas 07, France). La dissolution des gels est basée sur la 

conversion des groupements amides en amines par un traitement par NaOCl d'après la 

réaction d'Hoffmann (WALLIS et LANE 1948) (figure 18). De façon pratique, les 

fragments de gels sont mélangés avec 6 ml d'une solution d'hypochlorite de sodium à 

12,5% de chlore actif (48° chlorométriques). Les mélanges sont laissés à température 

ambiante pendant une nuit sous hotte jusqu'à dissolution complète des fragments de 

gels. Après dissolution complète, l'excès de NaOCl est neutralisé par ajout de 400 µl 

d'une solution aqueuse d'urée 8 M. Cette réaction étant très exothermique, il est 

nécessaire d'ajouter l'urée par petites aliquotes de 50 à 100 µl. Enfin, un volume de 

12 ml de liquide de scintillation est ajouté à chaque tube, et la radioactivité est mesurée 

pendant 5 mn dans un compteur à scintillation liquide Wallac 1410 (Pharmacia). 

 

 

 

5. Ultracentrifugations. 

 

Dans certaines expériences, les VLDL+LDL plasmatiques sont séparées des autres 

composants plasmatiques par une ultracentrifugation unique à la densité de 1,063 g/ml. 

Les densités sont ajustées par ajout de KBr solide. Les ultracentrifugations se 

déroulent pendant 16 h à la vitesse de 37 000 rpm (140 000 g) dans un rotor 50.4 Ti 

d'une ultracentrifugeuse Beckman L7-65B. Les fractions contenant les VLDL + LDL 

(d < 1,063 g/ml) ou les HDL (d > 1,063 g/ml) sont récupérées, après découpe des tubes 

d'ultracentrifugation, dans un volume d'environ 1 ml puis transférées dans des tubes de 

comptage. Un volume de 2 ml de liquide de scintillation est ensuite ajouté à chaque tube 

de comptage et la radioactivité est mesurée pendant 5 mn. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de la radioactivité totale transférée des [3H]CE-HDL3 vers la fraction 

plasmatique de d < 1,063 g/ml. 
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6. Analyses statistiques. 

 

Les résultats expérimentaux sont comparés par analyse de variance à un facteur 

(ANOVA) et analyse de régression linéaire à l'aide d'un programme informatique. 

 

 

 

III. RESULTATS & DISCUSSION. 

 

1. Séparation des lipoprotéines plasmatiques par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide. 

 

Comme le montre la figure 19, les trois principales fractions lipoprotéiques : VLDL, 

LDL et HDL (HDL2, HDL3) sont séparées de manière satisfaisante par l'électrophorèse. 

Les bandes de gels, correspondant à chaque fraction, sont découpées en 5 fractions 

distinctes: "top gel +VLDL", "LDL", "Intermediate", "HDL", et "bottom gel". Les 

traitements proposés précédemment pour dissoudre les gels de polyacrylamide, par des 

agents oxydants forts tels que l'acide perchlorique (HClO4), l'acide periodique (H5IO6) 

ou le peroxyde d'hydrogène (H2O2) (PAUS 1971, SPÄTH et KOBLET 1979, MOORE 1980, 

GAMBERT et al. 1982), se sont avérés inadaptés pour dissoudre les gels de 

polybisacrylamide utilisés dans cette étude. Par conséquent, nous avons développé une 

autre méthode consistant à dissoudre les fragments de gels par NaOCl. Par ailleurs, nous 

avons montré que le volume de NaOCl nécessaire à la dissolution complète des 

fragments de gels croît linéairement avec le poids sec de polyacrylamide (figure 20). 

Dans nos conditions expérimentales, le contenu en polyacrylamide des fragments de 

gels n'excédant pas 90 mg, tous les fragments de gels sont dissous par 6 ml d'une 

solution de NaOCl à 12,5% de chlore actif. 
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Figure 20: Détermination de la quantité de NaOCl nécessaire à la dissolution  

de fragments de gels de polyacrylamides déshydratés de masse variable . Des 

fragments de gels de polyacrylamides sont maintenus une nuit à 60°C jusqu'à  

dessiccation complète. Par la suite, 50µl d'une solution de NaOCl à 12,5% de  

chlore actif (48° chlorométrique) sont ajoutés de manière progressive jusqu'à  

dissolution complète des fragments de polyacrylamide.
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2. Comptage radioactif des fragments de gels. 

 

Après séparation des différentes classes de lipoprotéines plasmatiques marquées, 

il est nécessaire de quantifier leur contenu radioactif. MOORE (1980) a mis en évidence 

que la solubilisation de gels de polyacrylamide par des agents oxydants forts type 

peroxyde d'hydrogène (H2O2) ou acide perchlorique (HClO4) était souvent incomplète et 

conduisait à une diminution artéfactuelle de la radioactivité liée à des phénomènes de 

chimiluminescence. Afin de déterminer si le NaOCl interférait dans la procédure de 

comptage radioactif, une aliquote d'une solution de cholestérol radioactif a été ajoutée 

dans des tubes de comptage contenant 6 ml d'une solution de NaOCl de concentration 

variant de 0 à 8,5 % de chlore actif. Un volume de 12 ml de liquide de scintillation a été 

ajouté à chaque tube et la radioactivité a été mesurée pendant 5 mn. Comme le montre la 

figure 21, NaOCl induit une décroissance progressive dans les comptages radioactifs. 

La décroissance de radioactivité observée est fonction de la concentration de la solution 

de NaOCl ajoutée au milieu. Il est donc nécessaire de neutraliser l'excès de NaOCl, ce 

qui peut être réalisé par ajout d'un excès d'une solution aqueuse d'urée (0,5 mol/l) aux 

tubes de comptage avant l'addition de liquide de scintillation (figure 21). Alors que 

l'urée seule, à une concentration de 0,5 mol/l n'altère pas le comptage de radioactivité, 

elle est capable de supprimer totalement la diminution du nombre de cpm induite par 

NaOCl. Dans les expériences ultérieures, les fragments de gels sont dissous dans un 

volume de 6 ml d'une solution de NaOCl à 12,5 % de chlore actif. Après dissolution, 

l'excès de NaOCl n'ayant pas réagi avec les groupements amides des gels de 

polybisacrylamide est neutralisé par ajout de 400 µl d'une solution aqueuse d'urée à 

8 mol/l. Dans ces conditions, le rendement moyen, déterminé en comparant la 

radioactivité retrouvée dans les gels traités par NaOCl avec leur radioactivité totale 

(connue) est toujours supérieur à 95%. 
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Figure 21: Effets de NaOCl et de l'urée sur le comptage de radioactivité . 

Des volumes constants de cholestérol tritié sont mélangés avec 6ml d'une  

solution de NaOCl de concentration variant de 0 à 8,5% de chlore actif. Un  

volume de 0,5ml d'une solution soit de PBS (cercles blancs) soit d’une  

solution aqueuse d'urée à 8 mol/l (cercles noirs) est ajouté à chaque tube.  

Après addition de 12ml de liquide de scintillation, la radioactivité totale est  

mesurée pendant 5mn. Les résultats représentent la moyenne ± écart-type de  

trois mesures.
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3. Transfert de [3H]CE des HDL3 vers les fractions plasmatiques VLDL et 

LDL. 

 

A titre d'exemple, la présente méthode électrophorétique a été appliquée à la 

mesure du taux de transfert d'esters de cholestérol radioactifs des HDL3 vers les 

fractions plasmatiques VLDL et LDL. 

Une aliquote de 150µl de plasma total est incubée pendant 0, 4 ou 8h à 37°C en 

présence de HDL3 radioactives (50 µmol/l de cholestérol) et d'iodoacétate (1,5 mmol/l) 

dans un volume final de 200 µl. A l'issue de l'incubation, les fractions lipoprotéiques 

plasmatiques sont séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient de 

concentration 20-160 g/l. Les fragments de gels ont été découpés comme décrit figure 

19 et leur contenu en esters de cholestérol radioactifs a été dosé comme décrit 

précédemment (figure 18). 

Comme le montre le tableau 3-A, lorsque des incubations sont maintenues à 4°C 

(t = 0), 78,4 ± 2,7 % de la radioactivité totale se trouve localisée dans la bande "HDL". 

Durant l'incubation du plasma à 37°C, la proportion relative de la radioactivité totale 

dans la bande "HDL" décroît de manière significative tandis qu'elle augmente 

significativement dans les bandes "top gel+VLDL" et "LDL". Le contenu radioactif des 

bandes "intermediate" et "bottom gel" ne varie pas significativement durant l'incubation 

à 37°C. Dans les incubations témoins maintenues à 4°C, 11,3 ± 1,9 % de la radioactivité 

totale est retrouvée dans les bandes "top gel+VLDL". Cette valeur relativement élevée 

observée précédemment pourrait s'expliquer par une accumulation, aux points de 

dépôts, d'une certaine quantité de matériel radioactif lié à des lipoprotéines agrégées qui 

ne pénétreraient pas dans le gel de polyacrylamide. 

Des expériences complémentaires effectuées avec des incubations dépourvues de 

VLDL indiquent que le contenu radioactif des fractions "top gel+VLDL" ne varie pas de 

manière significative durant l'incubation à 37°C. 

Lorsqu’un volume de lipoprotéines est précoloré avec 0,5 volume de noir soudan 

B à 5 g/l au lieu de 1 volume, le contenu radioactif de la bande "top gel + VLDL" dans 

les incubations témoin est réduit à 6,4 ± 0,6 % (tableau 3-B) alors que la radioactivité 

retrouvée dans la fraction HDL augmente de 78,4 ± 2,7 % à 84,5 ± 0,3 %. 
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Tableau 3: Transfert de [3H]CE des HDL3 vers les autres fractions lipoprotéiques 
plasmatiques. Tous les mélanges d'incubation contiennent du plasma (150 µl) et des 
[3H]CE-HDL3 (10 nmol de cholestérol) dans un volume final de 200µl. Les échantillons 
sont soit maintenus à 4°C (t = 0) soit incubés pendant 4 ou 8 h à 37°C (t = 4 et t = 8). A 
l'issue de l'incubation, les échantillons sont précolorés en présence de noir soudan B (1 
volume, tableau 3-A; 0,5 volume; tableau 3-B) puis soumis à électrophorèse sur gels de 
polyacrylamide en gradient. Les gels sont découpés et dissous par NaOCl. Les valeurs 
représentent la moyenne ± écart-type de 4 mesures. Les chiffres entre parenthèses indiquent 
le pourcentage de différence par rapport aux fragments homologues maintenus à 4°C. 
 
3-A 

Fractions Temps d'incubation à 37°C 
Electrophorétiques 0 h  4 h  8 h 
      
Top Gel + VLDL 11,3 ± 1,9 a  20,6 ± 4,0 a  25,0 ± 7,1 b 

   (+ 9,3)  (+ 13,7) 
      
LDL 6,1 ± 0,6 a  19,2 ± 5,3 c  33,1 ± 6,2 d 

   (+ 13,1)  (+ 27,0) 
      
Intermediate 2,6 ± 0,4  1,6 ± 0,5  1,35 ± 0,4 
      
HDL 78,4 ± 2,7 a  57,0 ± 9,5 c  39,2 ± 9,9 d 

   (- 21,4)  (- 39,2) 
      
Bottom Gel 1,7 ± 0,4  1,5 ± 0,3  1,5 ± 0,5 
a 4h vs  0h, P < 0,01; b 8h vs  4h, P < 0,01; c 4h vs  0h, P < 0,001; d 8h vs  4h, P < 0,001 

 
3-B 

Fractions Temps d'incubation à 37°C 
Electrophorétiques 0 h  4 h  8 h 
      
Top Gel + VLDL 6,4 ± 0,6a  8,7 ± 0,3 a  9,4 ± 0,5  

   (+ 2,3)  (+ 3,0) 
      
LDL 6,6 ± 0,4a  21,0 ± 1,5 a  29,2 ± 1,2 b 

   (+ 14,4)  (+ 32,8) 
      
Intermediate 1,3 ± 0,1  1,2 ± 0,1  1,1 ± 0,1 
      
HDL 84,5 ± 0,3a  67,4 ± 1,4 a  58,4 ± 1,8 b 

   (- 17,1)  (- 26,1) 
      
Bottom Gel 1,2 ± 0,1  1,8 ± 0,2  2,0 ± 0,2 
a 4h vs  0h, P < 0,001; b 8h vs  4h, P < 0,001. 
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Cependant dans ces conditions, la localisation des fractions lipoprotéiques 

faiblement colorées devient plus difficile. Lorsque le taux de transfert des esters de 

cholestérol est calculé par différence avec les incubations témoins maintenues à 4°C, 

respectivement 9,3 et 13,1 % du contenu en esters de cholestérol des HDL3 sont 

transférés vers les VLDL et LDL après 4h d'incubation à 37°C. Après 8h d'incubation à 

37°C, le taux de transfert vers les VLDL et LDL s'élève respectivement à 13,7 et 27,0 

%. La différence entre les transferts vers les VLDL et vers les LDL est significative 

(P < 0,05). Ces données indiquent que la proportion relative des esters de cholestérol 

radioactifs transférés peut différer d'une fraction lipoprotéique plasmatique à une autre. 

Le taux de radioactivité des fragments de gels dépourvus de lipoprotéines (bandes 

"intermediate" et "bottom gel") demeure très faible (moins de 3 % de la radioactivité 

totale) durant l'incubation à 37°C. 

Par conséquent, ces résultats indiquent, comme précédemment décrit (TALL 

1986b), que les esters de cholestérol sont transférés spécifiquement des HDL vers les 

fractions VLDL et LDL. 

Lorsqu'une aliquote de 10 µl du milieu d'incubation, contenant une radioactivité 

totale de 4732 ± 278 dpm, est appliquée sur le gel de polyacrylamide en gradient, la 

somme de la radioactivité dans les fractions de gel correspondantes est de 

respectivement 4755 ± 272, 5202 ± 259 et 5079 ± 272 pour les échantillons incubés à 

37°C pendant 0, 4 ou 8h. 

Ainsi, malgré le transfert d'esters de cholestérol des HDL3 vers les fractions VLDL 

et LDL, la totalité de la radioactivité appliquée au gel est retrouvée après séparation 

électrophorétique des lipoprotéines. La radioactivité totale n'étant pas modifiée après la 

redistribution des esters de cholestérol radioactifs entre les diverses classes de 

lipoprotéines, cette technique électrophorétique permet un taux de récupération 

satisfaisant de chaque classe de lipoprotéines. 

Afin de déterminer la précision de la méthode décrite, le taux d'esters de 

cholestérol radioactifs transférés des HDL3 vers les fractions VLDL+LDL durant une 

incubation de 4h à 37°C a été déterminée dans 16 plasmas normolipidémiques après 

séparation des fractions HDL et VLDL+LDL par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide en gradient et par ultracentrifugation (figure 22). 
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Figure 22:  Corrélations entre le transfert d'esters de cholestérol radioactifs  
des HDL 3 vers les VLDL+LDL mesuré après séparation des lipoprotéines  
soit par ultracentrifugation soit par fractionnement sur gels de  
polyacrylamide en gradient . Des plasmas de sujets normolipidémiques sont  
incubés pendant 4 h à 37°C en présence de HDL 3 radioactives (10 nmol de  

cholestérol) et d'iodoacétate (concentration finale: 1,5 mmol/l) dans un volume  
final de 200 µl. A l'issue de l'incubation, la radioactivité des fractions  
VLDL+LDL et HDL séparées soit par une ultracentrifugation unique à la densité  
de 1,063 g/ml (abcisses) est mesurée,  soit par électrophorèse sur gel de  
polyacrylamide en gradient de concentration 20-160 g/l (ordonnées). Les résultats  
sont calculés par comparaison avec des incubations témoins maintenues à 4°C et  
exprimés en pourcentage d'esters de cholestérol radioactifs transférés des HDL  
vers les fractions plasmatiques VLDL+LDL.
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Les mesures faites par électrophorèse ont été réalisées comme décrit précédemment si ce 

n'est que les fractions "top gel+VLDL" et "LDL" ont été combinées. De manière 

similaire, les fractions plasmatiques VLDL+LDL et HDL ont été séparées des milieux 

d'incubation, par ultracentrifugation à la densité 1,063 g/ml comme décrit 

précédemment. Les moyennes (± écart type) des taux de transfert des esters de 

cholestérol mesurés, sur les 16 plasmas normolipidémiques, soit par ultracentrifugation 

(19,0 ± 8,8 %) soit par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (21,2 ± 8,8 %) ne 

diffèrent pas de manière significative (P < 0,001). En outre, l'analyse de régression 

linéaire met en évidence une bonne corrélation entre les deux techniques indépendantes 

(r ≈ 0,96 ± 0,01, P < 0,0001) (figure 22). Une corrélation significative similaire est 

également observée dans l’étude réalisée sur des sujets analbuminémiques (r = 0,969; 

P < 0,0001). 

 

 

 

4. Transferts de [3H]CE des LDL vers les fractions HDL2 ou HDL3. 

 

Afin de mettre en évidence d'éventuelles différences dans la capacité de diverses 

fractions HDL à accepter des esters de cholestérol, la présente méthode électro-

phorétique a été appliquée à la mesure du taux d'esters de cholestérol radioactifs 

transférés des LDL vers les HDL2 et HDL3, préalablement isolées à partir de plasma 

humain. 

Pour ce faire, une fraction HDL2 froide (200 µmol/l de cholestérol) et une fraction 

HDL3 froide (200 µmol/l de cholestérol) sont incubées avec des LDL froides (200 

µmol/l de cholestérol) et des LDL radioactives (50 µmol/l de cholestérol) pendant 3 h à 

4°C ou à 37°C en présence de concentrations croissantes de CETP purifiée dans un 

volume final de 50 µl. Comme le montre le tableau 4, lorsque les incubations sont 

maintenues à 4°C, en l'absence ou en présence de CETP purifiée, 84,6 ± 0,8 % de la 

radioactivité totale est retrouvée dans la bande "Top gel+VLDL+LDL". Lors de 

l'incubation des plasmas à 37°C, la proportion relative de radioactivité dans la bande 

"Top gel+VLDL+LDL" décroît de manière significative alors qu'elle augmente dans les 
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Tableau 4: Transfert de [3H]CE des LDL vers les HDL2 et HDL3. Tous les mélanges 

d'incubation contiennent des fractions HDL2, HDL3 et LDL froides (200 µmol/l de 

cholestérol), des LDL radioactives (50 µmol/l de cholestérol) et de la CETP purifiée (0 à 20 

µl), dans un volume final de 50 µl. Les échantillons sont soit maintenus à 4°C (t = 0) soit 

incubés pendant 3 h à 37°C (t = 3). A l'issue de l'incubation, les échantillons sont soumis à 

électrophorèse sur gels de polyacrylamide en gradient de concentration et les fragments de 

gels sont découpés et traités comme décrit précédemment. Les valeurs représentent la 

moyenne ± écart-type de 5 mesures. Les valeurs entre parenthèses représentent la différence 

en pourcentage entre les résultats obtenus après incubation à 37°C et ceux obtenus après 

incubation à 4°C. 

 
 
 

Fractions Transfert de [3H]CE des LDL vers les HDL2 et HDL3 (%) 

Electro- CETP 0 µl CETP 10 µl CETP 20 µl 

-phorétique 4°C 37°C 4°C 37°C 4°C 37°C 

       

Top gel + 

VLDL + 

LDL 

 
84,0 ± 2,0 

 
84,6 ± 1,5 

(+ 0,6) 

 
85,5 ± 0,3 

 
78,0 ± 3,0 a 

(- 7,5) 

 
84,4 ± 0,8 

 
68,6 ± 1,2 b 

(- 15,8) 

       

HDL2 7,3 ± 1,1 6,6 ± 0,8 

(- 0,7) 

6,6 ± 0,3 9,4 ± 1,3 a 

(+ 2,8) 

6,0 ± 0,5 11,6 ± 0,4 c 

(+ 5,6) 

       

HDL3 5,7 ± 0,6 6,0 ± 0,4 

(+ 0,3) 

5,3 ± 0,3 9,4 ± 1,4a 

(+ 4,1) 

5,9 ± 0,2 13,1 ±0,7b,d 

(+ 7,2) 

       

Bottom gel 3,0 ± 0,4 2,8 ± 0,4 

(- 0,2) 

2,6 ± 0,2 3,2 ± 0,6 

(+ 0,6) 

3,6 ± 0,3 6,7 ± 0,4b 

(+ 3,1) 
a 10µl/37°C vs 0µl/37°C, P<0,001; b 20µl/37°C vs 10µl/37°C, P<0,001; c 20µl/37°C vs 10µl/37°C, P<0,01; 
d HDL3/37°C vs HDL2/37°C, P<0,05. 
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fractions "HDL2" et "HDL3" (P < 0,001). Le taux de radioactivité des fragments de gels 

dépourvus de lipoprotéines (bande "bottom gel") reste très faible (moins de 7 % du total) 

durant l'incubation de ces mélanges en présence ou en l'absence de CETP purifiée. Par 

ailleurs, ce transfert d'esters de cholestérol est corrélé positivement avec l'augmentation 

de la quantité de CETP présente dans le milieu d'incubation. Bien que le transfert 

d'esters de cholestérol ait lieu à la fois sur la fraction HDL2 et sur la fraction HDL3, la 

radioactivité est transférée préférentiellement sur la fraction HDL3 (P < 0,05). On note 

par ailleurs, une augmentation significative (P < 0,001) du transfert d'esters de 

cholestérol radioactifs dans la fraction "bottom gel" lors de l'incubation à 37°C en 

présence de 20 µl de CETP purifiée. Il a été démontré (BARTER et al. 1990c, LAGROST 

et al. 1990, LAGROST 1992b) que durant l'incubation à 37°C, la CETP entraînait une 

redistribution en taille des HDL3 (8,5 nm de diamètre) en générant des particules de 

diamètre inférieur (7,4 et 7,8 nm) et des particules de diamètre surpérieur (9,4 nm de 

diamètre). Ainsi, cette augmentation significative dans la fraction "bottom gel" pourrait 

s'expliquer par la formation de faibles quantités de particules de petit diamètre durant 

l'incubation en présence de CETP. 

 

 

 

5. Transferts de [3H]CE soit des HDL2 soit des HDL3 vers les fractions 

VLDL+LDL plasmatiques. 

 

Afin de déterminer l'influence de la structure et de la composition des traceurs 

lipoprotéiques marqués sur le taux de transfert des esters de cholestérol, l'activité CETP 

a été mesurée sur 14 plasmas normolipidémiques soit en présence de [3H]CE-HDL2 soit 

de [3H]CE-HDL3 (figure 23). Le taux de transfert des esters de cholestérol est 

significativement plus élevé lorsqu'il est mesuré à partir de HDL3 qu'à partir de HDL2 

(respectivement 24,0 ± 6,8 % et 7,1 ± 2,6 %, P < 0,001). Cette observation confirme que 

des variations de la composition lipidique (MORTON et ZILVERSMIT 1983, EISENBERG 

1985, SPARKS et PRITCHARD 1989a, FIELDING et al. 1984, MORTON 1988a) et 

apolipoprotéique (SON et ZILVERSMIT 1984, NISHIDA et al. 1990, MILNER et al. 
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Figure 23:  Correlation entre le transfert d'esters de cholestérol radioactifs  à  

partir soit de HDL 2 soit de HDL 3 mesuré par électrophorèse sur gel de  

polyacrylamide en gradient. 14 plasmas sont incubés pendant 4h à 37°C en présence  

soit de HDL 2 radioactives soit de HDL 3 radioactives (10 nmol de cholestérol) et  

d'iodoacétate (1,5 mmol/l) dans un volume final de 200 µl. A l'issue de l'incubation,  

les lipoprotéines plasmatiques sont séparées par électrophorèse sur gel de  

polyacrylamide en gradient. Le taux d'esters de cholestérol transférés est calculé en  

comparaison avec des témoins non incubés, maintenus à 4°C et exprimé en  

pourcentage de la quantité d'esters de cholestérol transférés soit des HDL 2 

(ordonnées) soit des HDL3 (abcisses) vers la fraction LDL plasmatique.
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1991, KINOSHITA et al. 1993, GUYARD-DANGREMONT 1994b, LAGROST et al. 1994C, 

MASSON et al. 1996) des substrats lipoprotéiques peuvent influencer la réaction de 

transfert des esters de cholestérol. Cependant, l'analyse de régression linéaire met en 

évidence une corrélation significative entre le taux d'esters de cholestérol radioactifs 

transférés d'une part des [3H]CE-HDL2 vers les VLDL+LDL et d'autre part des [3H]CE-

HDL3 vers les VLDL+LDL (r = 0,919, P < 0,0001) (Figure 23). Ces résultats indiquent 

donc qu'une fraction lipoprotéique HDL donnée constitue un substrat approprié pour 

l'évaluation relative de l'activité CETP dans divers échantillons plasmatiques. 

 

 

6. Transferts de [3H]CE des HDL3 vers les fractions plasmatiques 

VLDL+LDL de patients analbuminémiques. 

 

Afin de déterminer la répartition préférentielle des esters de cholestérol soit au 

sein d’un plasma total normolipidémique soit d’un plasma analbuminémique, des 

plasmas de ces deux types de sujets ont été incubés pendant 3h à 37°C en présence 

d’une dose traceuse de [3H]CE-HDL3 puis séparés par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide en gradient. Comme le montre la figure 24, 88,8 ± 1,8 % de la 

radioactivité sont retrouvés au niveau la fraction HDL dans les plasmas témoins 

maintenues à 4°C. Lors de l'incubation à 37°C, on note une faible redistribution, non 

significative, de la radioactivité sur la fraction VLDL que ce soit chez les 

analbuminémiques (15,6 ± 4,3 %) ou chez les témoins (9,8 ± 1,8 %) en comparaison 

avec les incubations témoins maintenues à 4°C (8,3 ± 1,4 %). A l'opposé une 

augmentation significative (P = 0,036) du transfert d’esters de cholestérol radioactifs est 

observée vers la fraction LDL chez les patients analbuminémiques (40,5 ± 8,1 %). Dans 

la fraction LDL des sujets témoins, la radioactivité, bien qu'augmentée (14,6 ± 4,5 %) 

n'est pas significativement différente de la fraction homologue maintenue à 4°C 

(2,87 ± 0,6 %). 

Comme il a été montré au chapitre précédent, les patients analbuminémiques 

présentent, par rapport aux témoins, une répartition préférentielle de leurs acides gras 

non estérifiés au niveau des lipoprotéines (71,7 ± 14,8 % vs < 10 %) et principalement 
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Figure 24:  Distribution des esters de cholestérol radioactifs des HDL vers la  

fraction lipoprotéique à apoB dans le plasma de patients analbuminémiques  

et de sujets témoins . Des plasmas totaux sont incubés pendant 3h à 37°C en  

présence d’une dose traceuse de HDL 3 radiomarquées.  Les lipoprotéines sont  

ensuite séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient. Les  

fragments de gels contenant les fractions lipoprotéiques sont dissouts et le  

contenu radioactif est mesuré comme décrit dans la section “Matériel et  

Méthodes”. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la radioactivité initiale  

retrouvée dans chaque fraction. Les valeurs représentent la moyenne ± écart type  

des résultats obtenus chez trois patients analbuminémiques et cinq sujets témoins. 

* P = 0.036 vs sujets témoins.
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au niveau de leurs LDL (33,9 ± 4,3 % vs 3,2 ± 2,3 %). Ainsi, on peut envisager que de 

fortes concentrations de molécules chargées négativement présentes à la surface des 

LDL puissent faciliter l’interaction de la CETP avec ces substrats lipoprotéiques 

augmentant par là même l’activité de transfert des lipides neutres sur ces fractions. En 

d’autres termes, la concentration élevée en acides gras non estérifiés au niveau des LDL 

serait à même d’expliquer une interaction préférentielle de la CETP avec ces 

lipoprotéines et une redistribution majoritaire des esters de cholestérol vers cette 

fraction. 

 

 

 

IV. CONCLUSION. 

 

Comparée aux méthodes classiques d'ultracentrifugation séquentielle, ou de 

précipitation, la technique mise au point au cours de ce travail, en alliant les possibilités 

de séparation des lipoprotéines sériques par électrophorèse sur gel de polyacrylamide et 

la précision du comptage de scintillation en milieu liquide, a permis de quantifier de 

manière plus complète le taux de transfert d'esters de cholestérol radioactifs à partir d'un 

traceur lipoprotéique marqué (LDL, HDL2 ou HDL3) vers divers substrats 

lipoprotéiques accepteurs. Nous avons pu montrer qu'il n'y avait pas de modification de 

la radioactivité totale à l'issue de l'électrophorèse autorisant par là même une 

récupération satisfaisante (supérieure à 95%) des diverses fractions lipoprotéiques 

permettant une évaluation précise du transfert d'esters de cholestérol sur les diverses 

fractions lipoprotéiques. 

Compte tenu de l'approche plus globale des réactions de transfert d'esters de 

cholestérol qu'autorise ce dosage, nous avons appliqué cette technique de mesure à des 

sérums de patients analbuminémiques. Chez ces derniers nous avons pu observer une 

redistribution préférentielle de la radioactivité au niveau de la fraction LDL plasmatique. 

Compte-tenu de la forte concentration en acides gras non estérifiés présents dans cette 

fraction on peut imaginer que chez ces sujets, la CETP a une affinité augmentée pour les 

LDL, au détriment des VLDL, conduisant à une redistribution préférentielle des esters 
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de cholestérol radioactifs sur la fraction LDL plasmatique. En d'autres termes, chez les 

patients analbuminémiques, les LDL, qui présentent une électronégativité augmentée 

par rapport à des sujets témoins, seraient de meilleurs accepteurs dans la réaction de 

transfert des esters de cholestérol. Cette observation confirme le rôle potentiel des 

acides gras non estérifiés en tant que modulateur de l'activité de transfert des esters de 

cholestérol. 

Cependant, cette technique ne permet pas d'évaluer de façon totalement 

satisfaisante les transferts d'esters de cholestérol marqués lorsque ceux-ci ont lieu en 

direction d'une fraction (froide) homologue à la fraction donneuse (radiomarquée). En 

d’autres termes, lorsque l’activité de transfert est mesurée à partir de [3H]CE-HDL3 vers 

les autres fractions lipoprotéiques plasmatiques, on ne peut mesurer à l’issue de 

l’incubation qu’une perte de radioactivité sur la fraction HDL3 et non pas une 

redistribution réelle de radioactivité sur cette même fraction. Une technique dérivée de 

la présente méthode et de celle de SPARKS et al. (1987), en cours de mise au point, 

consistant à fixer le substrat lipoprotéique donneur marqué sur sur un support d’affinité, 

tel que des billes de CNBr-Sépharose, éliminé avant l'électrophorèse, permettrait de 

mesurer de manière encore plus fine les transferts d'esters de cholestérol tritiés sur 

l'ensemble des fractions lipoprotéiques plasmatiques, y compris sur les fractions 

homologues à la fraction marquée de départ. 

 

En conclusion, le comptage de radioactivité des fragments de gels de 

polyacrylamide en gradient en milieu liquide fournit une méthode aisée et précise pour 

déterminer le taux d'esters de cholestérol transférés entre plusieurs fractions 

lipoprotéiques tel qu'il se produit dans le plasma total. Cette méthode pourrait également 

constituer un outil intéressant pour étudier l'échange d'autres composants lipoprotéiques 

entre les substrats lipoprotéiques de tailles différentes. 
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TROISIEME PARTIE 

 

 

 

REGULATION DE L'ACTIVITE CETP PAR DES DERIVES CARBOXYLES : 

EFFETS DE L'ACIDE RETINOIQUE. 

 

 

 

 

 

cf. Annexe 5:  

Modulation of the activity of the human cholesteryl ester transfer protein by 

carboxylated derivatives. Evidence for 13-cis retinoic acid as a potent 

regulator of the protein's activity in plasma. 

FLORENTIN, E., ATHIAS, A. & LAGROST, L. 

Eur. J. Biochem. 240, 699-706 (1996) 
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I. INTRODUCTION 

 

Dans cette étude, nous avons mesuré la capacité de l'acide 13-cis rétinoïque, un 

rétinoïde synthétique utilisé dans les traitements d'acnés sévères, mais également 

d'autres dermatoses (PECK et al. 1979, JONES et al. 1980, LYONS et al. 1982b), à 

moduler in vitro l'activité de transfert des esters de cholestérol. 

De nombreux travaux (DICKEN et CONNALLY 1980, KATZ et al. 1980, GOLLNICK 

et al. 1981, LYONS et al. 1982a, ZECH et al. 1983, MARSDEN et al. 1984, BERSHAD et al. 

1985, VAHLQUIST et al. 1985, FEX et al. 1996) ont mis en évidence que les traitements 

par l'acide 13-cis rétinoïque (isotrétinoïne ou roaccutane�) étaient susceptibles d'induire 

des modifications du profil lipoprotéique. Les lipoprotéines de ces patients présentent, 

durant leur traitement, un profil de type "athérogène", et plus particulièrement une 

augmentation du rapport d'athérogénicité : 

(VLDL + LDL)∼Cholestérol / (HDL∼Cholestérol) 

Il a par ailleurs été montré, dans de nombreuses autres conditions physio-

pathologiques (HA et al. 1985, QUIG et ZILVERSMIT 1986, AGELLON et al. 1991, MANN 

et al. 1991, LAGROST et al. 1993, LAGROST et al. 1995, BRASCHI et al. 1996), que de 

telles altérations du profil lipoprotéique pouvaient s'expliquer par une augmentation de 

l'activité CETP plasmatique. 

L'acide 13-cis rétinoïque présentant les caractéristiques principales des acides gras 

non estérifiés (figure 25), qui ont été démontrés comme étant des activateurs de la CETP 

(LAGROST 1994a), il est de ce fait envisageable que non seulement les acides gras non 

estérifiés, mais également d'autres composés présentant des structures similaires, et en 

particulier des groupements carboxyliques ionisés, puissent réguler le mécanisme de 

transfert des lipides et induire de telles modifications du profil lipoprotéique. 

De ce fait, nous avons comparé la capacité de l'acide palmitique (l'un des 

meilleurs activateurs de la CETP parmi les acides gras non estérifiés) (LAGROST et 

BARTER 1991b) et de l'acide 13-cis rétinoïque à moduler l'activité de transfert des esters 

de cholestérol, que ce soit dans des mélanges de lipoprotéines ou dans un plasma 

humain total. 
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Figure 25 : Structure des dérivés carboxylés étudiés. Les divers composés  

présentent des homologies structurelles. Les acides palmitique et rétinoïque  

possèdent une chaîne carbonée hydrophobe terminée par une fonction carboxylique  

ionisable. Le rétinol présente également une chaîne carbonée, mais la fonction  

carboxylique est remplacée par un groupement alcool.
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II. MATERIELS ET METHODES 

 

1. Séparation du plasma. 

 

Du sang de sujets normolipidémiques est prélevé, après une nuit de jeûne, dans 

des tubes contenant de l'EDTA-Na2. Les plasmas sont séparés rapidement par une 

centrifugation de 15 mn à 3 000 rpm dans une centrifugeuse Jouan, puis placés 

immédiatement à 4°C. 

 

 

 

2. Activité de transfert des esters de cholestérol. 

 

Cette activité est évaluée en mesurant le transfert d'esters de cholestérol radioactifs 

à partir de [3H]CE-HDL3 donneuses vers des lipoprotéines acceptrices contenant l'apoB 

comme décrit précédemment (TOLLEFSON et al. 1988, LAGROST et al. 1994c). 

 

 

2.1. Mesure d'activité entre lipoprotéines isolées. 

 

Des milieux d'incubation sont reconstitués en mélangeant des [3H]CE-HDL3 

(2,5 nmol de cholestérol), des LDL (10 nmol de cholestérol) et de la CETP purifiée 

(4,5 µg). Un volume de 1 µl d'une solution éthanolique des composés à étudier (acides 

palmitique, 13-cis rétinoïque, tout-trans rétinoïque ou rétinol) est ajouté au milieu 

d'incubation, à une concentration finale variant de 0 à 100 µmol/l, dans un volume final 

de 50 µl. Les incubations sont réalisées dans un tampon PBS, pH 7,4. Compte-tenu de la 

dégradation potentielle des rétinoïdes par photoisomérisation (MCCLEAN et al. 1982), 

les acides 13-cis rétinoïque, tout-trans rétinoïque et le rétinol (Sigma, Saint Quentin 

Fallavier, France) sont conservés à -20°C dans des tubes scellés sous atmosphère d'azote 

à l'obscurité et les expériences sont conduites à l'abri de la lumière. Dans certaines 

expériences, de l'albumine humaine dépourvue d'acides gras (contenu en acides gras < 
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0,005 %) (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) est ajoutée au milieu d'incubation à 

une concentration finale variant de 0 à 10 g/l. Dans d'autres séries d'expériences, 

l'activité de transfert des esters de cholestérol est mesurée pour différents rapports 

cholestérol LDL / [3H]CE-HDL3 (soit 10 / 2,5 soit 6,25 / 6,25 nmol / nmol). 

A l'issue d'une incubation de 3 h à 37°C, les tubes sont immédiatement centrifugés 

pendant 1 mn sur centrifugeuse Eppendorf, afin de recueillir l'eau de condensation. Une 

aliquote de 45 µl des mélanges réactionnels est ensuite ajoutée à 2 ml d'une solution de 

KBr de densité d = 1,07 g/ml dans des tubes d'ultracentrifugation Beckman Quickseal. 

Les tubes sont ensuite soumis à ultracentrifugation durant 16 h à la vitesse de 

40 000 rpm (172 000 g) dans un rotor 50.4 Ti d'une ultracentrifugeuse L7-65B 

Beckman. Les fractions de densité d < 1,068 g/ml et d > 1,068 g/ml sont ensuite 

recueillies dans un volume de 1 ml environ après découpe des tubes d'ultracentrifugation 

et transférés dans des tubes de comptage. Un volume de 2 ml de liquide de scintillation 

(OptiPhase "HiSafe" 3, LKB Scintillation Products, FSA Laboratories Supplies, 

Loughbourough, Leics, Angleterre) est ajouté à chaque tube et la radioactivité est 

mesurée pendant 5 mn dans un compteur à scintillation liquide Pharmacia Wallac 1410. 

 

 

2.2. Mesure d'activité dans un plasma total. 

 

Dans ce cas, l'activité de transfert est mesurée dans des mélanges reconstitués 

contenant 18 µl de plasma humain normolipidémique (CT : 2,30 g/l; TG : 1,2 g/l), et 

une dose traceuse de [3H]CE-HDL3 (2,5 nmol de cholestérol). Un volume de 1 µl d'une 

solution éthanolique des dérivés carboxylés à étudier (acides palmitique ou 13-cis 

rétinoïque) est ajouté au milieu d'incubation, à une concentration finale variant de 0 à 

700 µmol/l, dans un volume final de 50 µl. L'activité de la lecithine:cholesterol 

acyltransferase (LCAT) plasmatique est bloquée par ajout d'acide iodoacétique 

(concentration finale: 1,5 mmol/l). Les incubations sont réalisées dans un tampon PBS, 

pH 7,4 pendant 3 h à 37°C. A l'issue de l'incubation, les lipoprotéines sont séparées et la 

radioactivité est mesurée comme décrit précédemment. 
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3. Analyses statistiques. 

 

La comparaison des valeurs moyennes est effectuée en utilisant une analyse de 

variance à deux facteurs suivie d'un test de Dunnett ou Newman-Keuls (KIRK 1982). Les 

coefficients de corrélation (r) sont calculés par analyse de régression. 

 

 

 

III. RESULTATS 

 

1. Effets comparatifs des différents dérivés carboxylés sur le transfert de 

[3H]CE des HDL3 vers des LDL isolées. 

 

Des HDL3 radiomarquées ([3H]CE-HDL3), des LDL et de la CETP purifiée ont été 

incubées pendant 3 h à 37°C en présence soit d'acides 13-cis rétinoïque, tout-trans 

rétinoïque ou palmitique, soit de rétinol (gamme de concentration : 0 à 100 µmol/l). 

Comme le montre la figure 26, tous les dérivés carboxylés entraînent une 

augmentation, concentration-dépendante, du transfert d'esters de cholestérol radioactifs 

des [3H]CE-HDL3 vers les LDL. 

A l'opposé des dérivés carboxylés, le rétinol n'affecte que très peu la réaction de 

transfert des lipides neutres. Toutefois, à la plus forte concentration étudiée (100 µmol/l) 

(Figure 26) l'augmentation de transfert devient significative (P < 0,01). 

L'acide 13-cis rétinoïque, à des concentrations de 60, 80, ou 100 µmol/l, s'avère 

être le meilleur activateur de la CETP parmi les dérivés carboxylés étudiés et 

notamment supérieur à l'acide palmitique qui avait été montré comme étant le meilleur 

activateur de la CETP parmi les acides gras saturés (LAGROST et BARTER 1991b) 

(P < 0,01 dans tous les cas). 
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Figure 26 : Effets des acides 13- cis rétinoïque, tout- trans rétinoïque,  
palmitique et du rétinol sur le transfert de [ 3H]CE des HDL 3 vers les  

LDL. Chaque incubation contient des HDL 3 radioactives (2,5 nmol de  

cholestérol), des LDL (10 nmol de cholestérol), de la CETP purifiée (4,5 µg) et  
soit des acides 13-cis rétinoïque, tout-trans rétinoïque, palmitique ou du rétinol 
(concentration finale: 0 à 100 µmol/l) dans un volume final de 50µl. Les  
échantillons sont incubés pendant 3h à 37°C puis soumis à ultracentrifugation  
à la densité 1,068 g/ml. Le taux de transfert est exprimé en pourcentage de la  
radioactivité totale retrouvée dans la fraction de d < 1,068 g/ml. Chaque point  
représente la moyenne ± écart-type de trois mesures. 
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2. Influence du rapport cholestérol LDL / cholestérol HDL3 sur l'effet 

activateur de l'acide 13-cis rétinoïque. 

 

Afin de déterminer si la modification du rapport LDL / [3H]CE-HDL3 cholestérol 

peut influencer l'effet activateur de l'acide 13-cis rétinoïque, des substrats lipoprotéiques 

ont été ajoutés au milieu d'incubation à des rapports en cholestérol variant de 1 à 4. 

Comme le montre la figure 27, le taux de transfert des esters de cholestérol des 

[3H]CE-HDL3 vers les LDL est significativement plus important lorsque le rapport en 

cholestérol LDL / [3H]CE-HDL3 augmente de 1 à 4. Néanmoins, dans les deux cas, 

l'acide 13-cis rétinoïque augmente de façon concentration-dépendante le transfert 

d'esters de cholestérol des HDL3 vers les LDL. 

 

 

 

3. Effet comparatif des acides 13-cis rétinoïque et palmitique sur l'activité 

de transfert des esters de cholestérol dans le plasma humain total. 

 

Un plasma total normolipidémique (CT : 2,30 g/l; TG : 1,2 g/l) a été incubé 

pendant 3 h à 37°C en présence de concentrations croissantes soit d'acide 13-cis 

rétinoïque soit d'acide palmitique (gamme de concentrations : 0 à 700 µmol/l). Comme 

le montre la figure 28, l'acide 13-cis rétinoïque entraîne une stimulation, concentration-

dépendante, du transfert d'esters de cholestérol radioactifs des HDL3 vers les fractions 

lipoprotéiques plasmatiques VLDL + LDL. 

A l'opposé, et dans des conditions expérimentales similaires, l'activité plasmatique 

de transfert d'esters de cholestérol n'est pas modifiée significativement en présence 

d'acide palmitique (figure 28). 
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Figure 27 : Influence de la variation du rapport LDL/[ 3H]CE-HDL3 sur la  

modulation de l’activité CETP sous l’influence de l’acide 13- cis rétinoïque. Les 

mélanges d’incubation contiennent de la CETP purifiée (4,5 µg), des [ 3H]CE-

HDL3, des LDL et de l’acide 13- cis rétinoïque (concentrations de 20 à 100µmol/l)  

dans un volume final de 50µl. Le rapport molaire en cholestérol LDL/[ 3H]CE-

HDL3 est de 1 (LDL-C: 6,25 nmol; HDL 3-C: 6,25 nmol) ou 4 (LDL-C: 10,0 nmol;  

HDL3-C: 2,5 nmol). Les échantillons sont incubés pendant 3h à 37°C puis soumis à  

ultracentrifugation à la densité de 1,068 g/ml. Le taux de transfert est exprimé en  

pourcentage de la radioactivité totale retrouvée dans la fraction de d < 1,068 g/ml.  

Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences. 

(n.s. non significatif; a significativement différent du témoin (P < 0,01)).
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Figure 28 : Effets des acides 13- cis rétinoïque et palmitique sur le transfert de  
3H-CE des HDL 3 vers la fraction plasmatique de d < 1,068 g/ml. Chaque 

mélange d’incubation contient des HDL 3 radioactives (2,5 nmol de cholestérol),  

18µl de plasma humain normolipidémique (CT: 2,30 g/l; TG: 1,2 g/l), de  
l’iodoacétate (concentration finale: 1,5 mmol/l) et soit de l’acide 13-cis rétinoïque  
soit de l’acide palmitique (concentration finale: 0-700 µmol/l) dans un volume final  
de 50µl. Les échantillons sont incubés pendant 3h à 37°C puis soumis à  
ultracentrifugation à la densité 1,068 g/ml. Chaque point représente la moyenne ±  
écart-type de trois mesures. 
a  significativement différent du mélange témoin non supplémenté (P < 0,01) 
b significativement différent des mélanges homologues contenant de l’acide  
palmitique (P < 0,005). 
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4. Effets de l'albumine dépourvue d'acides gras sur le transfert de [3H]CE 

des HDL3 vers les LDL induit par les acides palmitique ou 13-cis 

rétinoïque. 

 

Afin de déterminer si l'albumine peut modifier les capacités de l'acide 13-cis 

rétinoïque et de l'acide palmitique à activer le transfert d'esters de cholestérol, une 

nouvelle expérience a été réalisée. 

Le transfert d'esters de cholestérol, des [3H]CE-HDL3 (concentration en 

cholestérol : 50 mmol/l) vers les LDL (concentration en cholestérol : 200 mmol/l), a été 

mesuré dans un plasma humain total en présence soit d'acide 13-cis rétinoïque soit 

d'acide palmitique à une concentration finale de 100 µmol/l. Des concentrations 

croissantes (0 à 10 g/l) d'albumine dépourvue d'acides gras (teneur en acides gras 

inférieure à 0,005 %) ont également été ajoutées au milieu d'incubation. Comme le 

montre la figure 29, en l'absence d'albumine, le taux de transfert d'esters de cholestérol 

est significativement plus élevé en présence d'acide 13-cis rétinoïque (41,6 ± 1,6 %) et 

d'acide palmitique (38,6 ± 1,5 %) que dans les incubations témoin dépourvues de 

dérivés carboxylés (13,9 ± 0,7 %) (P < 0,01 dans tous les cas). 

L'ajout d'albumine entraîne une diminution, concentration-dépendante, de la 

susceptibilité des acides 13-cis rétinoïque et palmitique à activer le transfert d'esters de 

cholestérol. Lorsque l'albumine, à une concentration de 4 g/l, est ajoutée aux incubations 

contenant de l'acide palmitique, le taux de transfert des esters de cholestérol est ramené 

à une valeur de base non significativement différente de celle mesurée dans l'incubation 

témoin (16,1 ± 1,0 % vs 13,9 ± 0,7 % respectivement; n.s.). Il est à noter que l'albumine 

diminue de manière moins efficace le transfert d'esters de cholestérol induit par l'acide 

13-cis rétinoïque que celui induit par l'acide palmitique. En effet, alors que l'albumine à 

une concentration de 2 g/l diminue significativement le taux de transfert de 38,6 ± 1,5 % 

à 17,9 ± 2,0 % dans les incubations contenant de l'acide palmitique, elle ne diminue pas 

significativement le taux de transfert dans les incubations contenant de l'acide 13-cis 

rétinoïque (41,6 ± 1,6 % sans albumine vs 36,3 ± 2,5 % en présence d'albumine à 2 g/l, 

n.s.). De plus, à la concentration maximale en albumine étudiée (10 g/l), l'effet stimulant 

de l'acide 13-cis rétinoïque n'a pas totalement été supprimé et le taux de transfert des 
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Figure 29: Effets de l’albumine dépourvue d’acides gras sur la capacité des acides  
13-cis rétinoïque et palmitique à modifier le transfert d’esters de cholestérol des  
[3H]CE-HDL3 vers les LDL. Les incubations contiennent des HDL 3 marquées (2,5  

nmol de cholestérol), des LDL (10 nmol de cholestérol), de la CETP purifiée (4,5 µg) et  
soit de l’acide 13-cis rétinoïque soit de l’acide palmitique (concentration finale: 0 à 100  
µM). Le mélange est incubé 3h à 37°C en présence de concentrations variables  
d’albumine humaine dépourvue en acides gras (gamme de concentration: 0 à 10 g/l)  
dans un volume final de 50µl. A la fin de l’incubation, les échantillons sont soumis   
ultracentrifugation à d 1,068 g/ml. Le taux de transfert est exprimé en pourcentage de la  
radioactivité totale retrouvée dans la fraction de d < 1,068 g/ml. Chaque point représente 

la moyenne ± écart-type de quatre expériences. ( a significativement différent des  

témoins incubés dépourvus de CETP ( P<0,01); b significativement différent des  
échantillons homologues supplémentés en acide palmitique (P<0,005)).
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esters de cholestérol dans les incubations contenant de l'acide 13-cis rétinoïque demeure 

significativement plus élevé que dans les incubations témoins (20,0 ± 1,4 % vs 

13,9 ± 0,7 %, respectivement; P < 0,01). Quelles que soient les concentrations en 

albumine étudiées, et dans des conditions similaires, l'activité de transfert induite par 

l'acide 13-cis rétinoïque demeure très supérieure à celle mesurée en présence d'acide 

palmitique (P < 0,005 pour toutes les incubations supplémentées en albumine dans une 

gamme de concentration de 1 à 10 g/l) (figure 29). 

 

 

5. Effet comparatif de l'acide palmitique et de l'acide 13-cis rétinoïque sur 

la mobilité électrophorétique des LDL et HDL3. 

 

Des expériences complémentaires ont été mises en oeuvre afin de déterminer si 

l'acide palmitique et l'acide 13-cis rétinoïque étaient susceptibles d'influencer 

l'électronégativité des substrats lipoprotéiques dans diverses conditions expérimentales. 

Pour ce faire, un plasma humain total a été incubé pendant 3h à 37°C en présence de 

concentrations croissantes (0 à 700 µmol/l) soit d'acide palmitique, soit d'acide 13-cis 

rétinoïque. L'effet de ces dérivés carboxylés sur la mobilité électrophorétique des 

particules LDL et HDL a été déterminé en utilisant des gels préformés d'agarose (figures 

30 et 31), comme décrit précédemment. 

Comme le montrent les figures 30 à 32, l'addition d'acide 13-cis rétinoïque à un 

plasma humain total augmente la migration électrophorétique à la fois des LDL et des 

HDL plasmatiques de façon concentration dépendante. 

A l'opposé de l'acide 13-cis rétinoïque l'addition à un plasma humain d'acide 

palmitique, à diverses concentrations, ne modifie pas significativement la mobilité 

électrophorétique des LDL et des HDL à l'exception des plus fortes concentrations 

étudiées (700 µmol/l) qui semblent augmenter la distance de migration des HDL 

plasmatiques (figures 30-32). 

Lorsque des fractions LDL et HDL3 isolées sont incubées en présence de 

concentrations croissantes soit d'acide 13-cis rétinoïque soit d'acide palmitique (dans 

une 
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Figure 31 :  Profils électrophorétiques des fractions LDL et HDL après  

incubation en présence d’acide 13- cis rétinoïque ou plamitique. Un plasma  

humain normolipidémique est incubé en présence soit d’acide 13- cis rétinoïque soit  

d’acide palmitique à des concentrations finales variant de 0 à 700µmol/l. A l’issue de 

3h d’incubation à 37°C, les échantillons sont soumis à électrophorèse sur gel  

d’agarose (figure 30) puis analysés grâce à un analyseur d’image Bio-Rad GS-670.  
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Figure 32 : Effets comparatifs de l’acide 13- cis rétinoïque et de l’acide palmitique  
sur la mobilité électrophorétique des LDL et HDL. Les mélanges d’incubation  
contiennent soit un plasma humain normolipidémique (A) soit des lipoprotéines isolées  
[LDL: 10 nmol de cholestérol; HDL 3: 2,5 nmol de cholestérol] et de la CETP purifiée  

(4,5 µg)] (B), dans un volume final de 50µl. Les mélanges d’incubation contenant du  
plasma humain (A) sont supplémentés avec des concentrations croissantes  (0-700 µM)  
soit d’acide 13- cis rétinoïque soit d’acide palmitique. Les mélanges d’incubation  
contenant des lipoprotéines isolées et de la CETP (B) sont supplémentés avec des  
concentrations croissantes (0-100 µM) soit d’acide 13- cis rétinoïque soit d’acide  
palmitique. Après 3h d’incubation à 37°C, les échantillons sont soumises à  
électrophorèse sur gel d’agarose (figure 30) et la distance de migration des LDL et HDL  
est mesurée par analyse d’image (figure 31).
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gamme de concentration variant de 0 à 100 µmol/l), un déplacement progressif des LDL 

et des HDL est observé en direction de l'anode (figure 31). Ce déplacement indique que 

l'acide palmitique et l'acide 13-cis rétinoïque induisent une augmentation progressive du 

nombre de charges électronégatives à la surface des lipoprotéines. 

L'acide palmitique et l'acide 13-cis rétinoïque semblent augmenter de manière 

similaire les distances de migration des fractions lipoprotéiques isolées. Cependant, la 

plus faible augmentation de mobilité électrophorétique des lipoprotéines observée dans 

le plasma total en présence d'acide palmitique, comparativement à l'acide 13-cis 

rétinoïque, pourrait être expliquée par une distribution plasmatique différente de ces 

deux dérivés plutôt que par des différences de charges électronégatives qu’ils induisent. 

Comme le montre la figure 33, une corrélation positive significative a été observée 

entre d'une part l'activité CETP plasmatique et d'autre part la distance de migration à la 

fois des LDL (r = 0,98, P = 0,0002) et des HDL (r = 0,98, P = 0,0008) dans le plasma 

contenant l'acide 13-cis rétinoïque mais pas dans les plasmas supplémentés en acide 

palmitique. A l'opposé des observations faites dans le plasma total, l'acide 13-cis 

rétinoïque et l'acide palmitique induisent tous deux une corrélation positive entre d'une 

part l'activité CETP plasmatique et d'autre part la distance de migration  des LDL et des 

HDL dans les incubations reconstituées (figure 33). 

 

 

IV. DISCUSSION. 

 

Les réactions d'échange des lipides neutres entre les substrats lipoprotéiques sont 

des procédés complexes faisant intervenir une succession d'événements (LAGROST 

1994a). Bien que les différentes étapes de la réaction de transfert des lipides ne soient 

pas encore clairement identifiées, il est maintenant généralement admis que la liaison 

entre la CETP et les lipoprotéines constitue une étape préliminaire et limitante 

(LAGROST 1994a). Cette liaison, de nature électrostatique, implique des interactions 

entre des groupements chargés positivement (résidus Lys233 et Arg259) (JIANG et al. 1995) 

présents à la surface de la CETP et des groupements chargés négativement 



 1

Activité de transfert des esters de cholestérol (%)

D
is

ta
nc

e 
de

 m
ig

ra
tio

n 
(m

m
)

r  = 0,99 
P = 0,0002

r  = 0,99 
P = 0,0002

r  = 0,99 
P = 0,0003

r  = 0,98 
P = 0,0006

36322824201612

6
7
8
9

10
11
12
13

322824201612
16

20

24

28

32 HDL HDL

LDL LDLLDL

HDL HDL

LDL

r  = 0,96 
P = 0,0008

r  = 0,98 
P = 0,0002

r  = 0,59 
ns

r  = 0,44 
ns

30282624222018

9

30282624222018
18

20

22

24

26

28

8

7

6

5

D
is

ta
nc

e 
de

 m
ig

ra
tio

n 
(m

m
)

A. Plasma humain total B. Lipoproteines isolées 

Acide palmitique Acide 13-cis rétinoïque 

Figure 33 : Corrélation entre l’activité de transfert et la migration électrophorétique des LDL et HDL . Les mélanges d’incubation  
contiennent soit un plasma humain normolipidémique, de l’iodoacétate (1,5 mM), et une dose traceuse de [ 3H]CE-HDL3 (2.5 nmol de  

cholestérol) (A), soit des lipoprotéines isolées (LDL, 10 nmol de cholestérol; [ 3H]CE-HDL3 (2.5 nmol de cholestérol)) et de la CETP  
purifiée (B) dans un volume final de 50µl. Les mélanges d’incubation contenant du plasma humain total (A) sont supplémentés avec des  
concentrations croissantes (0-700 µmol/l) soit d’acide 13- cis rétinoïque soit d’acide palmitique. Les mélanges d’incubation contenant les  
lipoprotéines isolées et la CETP purifiée (B) sont supplémentés avec ces même dérivés à des concentrations variant de 0 à 100 µmol/l. A  
l’issue de 3h d’incubation à 37°C, le pourcentage de [ 3H]CE transférés vers la fraction de d < 1,068 g/ml ainsi que la distance de migration  
en gel d’agarose des fractions LDL et HDL sont déterminés comme décrit dans la section “matériels et méthodes”.
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(groupement phosphate des phospholipides, groupement carboxylique des acides gras 

non estérifiés ou charge négative des molécules d'apolipoprotéine) présents à la surface 

de la lipoprotéine (PATTNAIK et ZILVERSMIT 1979, SAMMETT et TALL 1985, KATO et al. 

1989, NISHIDA et al. 1993, WANG et al. 1995, MASSON et al. 1996). 

En se fondant sur des études précédentes réalisées avec des acides gras non 

estérifiés, nous avons supposé que des molécules similaires, constituées d'un 

groupement carboxylique ionisé et d'une chaîne carbonée hydrophobe pouvaient être des 

activateurs potentiels de la réaction de transfert des lipides neutres. Cette hypothèse 

nous a permis de montrer que l'acide rétinoïque, un dérivé carboxylé utilisé dans le 

traitement des acnés sévères et d'autres dermatoses (PECK et al. 1979, JONES et al. 1980, 

LYONS et al. 1982) ou bien encore dans le traitement des leucémies aiguës myéloïdes de 

type 3 (LAM3) (TOHDA et al. 1992, SAKASHITA et al. 1993, NOTARIO et al. 1996, 

TALLMAN 1996), constituait un nouvel activateur puissant de la CETP. 

Dans cette étude, nous avons comparé les capacités de l'acide palmitique (un des 

activateurs les plus puissants de la CETP parmi les acides gras non estérifiés), de l'acide 

13-cis rétinoïque, de l'acide tout-trans rétinoïque et du rétinol à moduler l'activité de 

transfert des esters de cholestérol radioactifs entre des HDL et des lipoprotéines 

contenant l'apoB. Ces divers composés présentent entre eux des homologies 

structurelles. Ainsi, les acides rétinoïque (isomères cis ou trans) et palmitique sont 

constitués d'une chaîne carbonée hydrophobe terminée par un groupement carboxylique 

ionisable. Le rétinol, homologue de l'acide tout-trans rétinoïque, présente une fonction 

alcool à la place du groupement carboxylique. 

Nos résultats montrent que les dérivés carboxylés étudiés (acides rétinoïques et 

palmitique) induisent une augmentation, concentration-dépendante, de l'activité de 

transfert des esters de cholestérol alors que le rétinol n'affecte que faiblement cette 

dernière. On peut donc en déduire, et ce en accord avec des études précédentes 

(PATTNAIK et ZILVERSMIT 1979, SAMMET et TALL 1985), que la présence de 

groupements carboxyliques, chargés négativement, peut être responsable en partie des 

variations de l'activité de transfert des lipides neutres. De fait, l'addition soit d'acide 

palmitique soit d'acide 13-cis rétinoïque à des fractions lipoprotéiques isolées (HDL3 et 

LDL) entraîne une augmentation de leur migration électrophorétique en direction de 
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l'anode sur gel d'agarose. Une corrélation positive significative est observée entre les 

distances de migration des substrats lipoprotéiques et l'activité CETP que ce soit en 

présence d'acide palmitique ou d'acide 13-cis rétinoïque. A l'opposé, dans un plasma 

total, seul l'acide 13-cis rétinoïque est capable d'induire une corrélation positive entre la 

distance de migration électrophorétique des substrats lipoprotéiques et l'activité CETP 

plasmatique. La charge des composés carboxylés ainsi que la structure de leur chaîne 

carbonée semblent être déterminantes dans la capacité de ces molécules à moduler 

l'activité CETP. En effet, des différences significatives ont pu être observées entre les 

acides palmitique, 13-cis rétinoïque et tout-trans rétinoïque. Ces observations sont en 

accord avec des résultats, précédemment obtenus au laboratoire, qui avaient montré que 

la modification de la longueur de la chaîne carbonée des acides gras non estérifiés, mais 

également leur degré d'insaturation (LAGROST et BARTER 1991a-b), ou bien encore la 

configuration cis ou trans de leur double liaison (LAGROST 1992a), constituaient des 

facteurs importants de régulation de l'activité CETP. En fait, il semble que les variations 

d'activité observées avec les différents composés (acides palmitique, 13-cis rétinoïque et 

tout-trans rétinoïque) puissent être expliquées par des modifications structurelles, 

induites par ces derniers, à la surface des lipoprotéines (FOUCHER et al. 1996). La 

structure de la chaîne carbonée des acides gras pourrait ainsi modifier la fluidité des 

lipoprotéines. 

Il est intéressant de noter que l'acide 13-cis rétinoïque augmente l'activité CETP 

non seulement dans des milieux d'incubation reconstitués, contenant des particules 

lipoprotéiques isolées, mais également dans un plasma humain. On peut toutefois 

remarquer qu'une concentration en acide 13-cis rétinoïque dix fois supérieure à celle 

utilisée dans les mélanges reconstitués est nécessaire pour observer cette augmentation 

d'activité dans le plasma humain total. Au moins deux raisons peuvent être avancées 

pour expliquer ce phénomène. 1°/ La concentration en lipoprotéines (concentration 

finale en cholestérol : 0,25 mmol/l) dans le milieu d'incubation contenant des 

lipoprotéines isolées est très nettement inférieure à celle retrouvée dans les milieux 

d'incubation contenant du plasma total (concentration finale en cholestérol : 

2,15 mmol/l); 2°/ Contrairement aux incubations contenant des lipoprotéines isolées et 

de la CETP purifiée, le plasma total contient l'albumine qui est susceptible de modifier 
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la distribution plasmatique de l'acide 13-cis rétinoïque. Par ailleurs, l'acide palmitique, 

contrairement à l'acide 13-cis rétinoïque, ne modifie pas significativement l'activité de 

transfert lorsqu'il est ajouté à des milieux d'incubation contenant du plasma humain 

total. Cette différence peut s'expliquer par la capacité qu'a l'albumine à déplacer les 

acides gras non estérifiés de la surface des lipoprotéines (SAMMET et TALL 1985, 

BARTER et al. 1990b, LAGROST et BARTER 1991b). Bien que l'acide palmitique et l'acide 

13-cis rétinoïque augmentent la distance de migration de lipoprotéines isolées de 

manière similaire, l'acide palmitique ne modifie pratiquement pas cette distance de 

migration dans un plasma total. 

Il a été clairement démontré que l'albumine, en captant les acides gras non 

estérifiés à la surface des lipoprotéines (SHAFRIR 1958), pouvait supprimer leur capacité 

à augmenter l'interaction de la CETP avec les substrats lipoprotéiques (SAMMET et TALL 

1985, BARTER et al. 1990b, LAGROST et BARTER 1991). En se fondant sur des 

observations faites en présence d'acides gras non estérifiés (LAGROST et BARTER 1991b, 

LAGROST 1992a), on peut supposer que la capacité différente de l'acide palmitique et 

l'acide 13-cis rétinoïque à augmenter l'activité de transfert des esters de cholestérol au 

niveau plasmatique puisse s'expliquer par une affinité différente de ces deux composés 

vis-à-vis de l'albumine et des lipoprotéines. Dans cette étude, nous avons montré que 

l'albumine dépourvue d'acides gras, réduisait de manière significativement plus 

importante l'activité de transfert induite par l'acide palmitique que celle induite par 

l'acide 13-cis rétinoïque dans des conditions expérimentales similaires. Ces observations 

sont en accord avec d'autres études qui ont démontré que dans le plasma humain, les 

acides gras non estérifiés sont majoritairement transportés par l'albumine alors que seule 

une fraction minoritaire est liée aux lipoprotéines (SHAFRIR 1958, SPECTOR 1975). Au 

contraire, ZECH et al. (1981) ont démontré que plus de 75% de l'acide 13-cis rétinoïque 

et d'autres analogues, contrairement aux acides gras non estérifiés, sont associés aux 

fractions VLDL et LDL. Plus récemment URIEN et al. (1994) ont confirmé que l'acide 

13-cis rétinoïque présente une haute affinité à la fois pour l'albumine et les 

lipoprotéines. 

Bien que les données de cette étude suggèrent qu'une augmentation du contenu en 

acide rétinoïque au niveau des lipoprotéines, chez des patients traités par isotrétinoïne, 



 132

puisse induire secondairement des modifications de l'activité CETP plasmatique, la 

signification de ces observations, réalisées in vitro, demeure incertaine d'un point de vue 

physiopathologique. En effet, une augmentation de l'activité de transfert a pu être 

observée dans le plasma total à des concentrations en acide 13-cis rétinoïque supérieures 

à celles retrouvées dans le plasma de patients traités par isotrétinoïne (ROLLMAN et 

VAHLQUIST 1986). 

Cependant plusieurs arguments nous permettent de penser que les acides 

rétinoïques peuvent, in vivo, induire des modifications de l'activité de transfert. 1°/ Il a 

été clairement démontré que des patients sous isotrétinoïne présentent, durant leur 

traitement, une altération du profil lipoprotéique et en particulier une augmentation du 

rapport d'athérogénécité (VLDL + LDL)∼Cholestérol / (HDL∼Cholestérol) (KATZ et al. 

1980, DICKEN et al. 1980, GOLLNICK et al. 1981, LYONS et al. 1982, ZECH et al. 1983, 

MARSDEN et al. 1984, BERSHAD et al. 1985, VAHLQUIST et al. 1985, FEX et al. 1996), 

lequel est, dans de nombreuses conditions physiopathologiques, associé à une 

augmentation de l'activité CETP plasmatique (HA et al. 1985, QUIG et ZILVERSMIT 

1986, AGELLON et al. 1991, MANN et al. 1991, LAGROST et al. 1993, LAGROST et al. 

1995, BRASCHI et al. 1996). 2°/ En préambule à des études cliniques en développement, 

des dosages réalisés par HPLC, au sein du laboratoire, chez un patient traité par 

isotrétinoïne en comparaison d'un sujet témoin, ont montré que les acides 13-cis 

rétinoïque et tout-trans rétinoïque sont retrouvés majoritairement associé à la fraction 

lipoprotéique plasmatique de d < 1,21 mg/l alors que les acides gras non estérifiés sont 

quant à eux retrouvés associés à la fraction protéique de d > 1,21 g/ml. On sait par 

ailleurs que, dans le plasma humain total, les acides gras non estérifiés peuvent réguler 

l'activité CETP (LAGROST et al. 1995, BRASCHI et al. 1996). Il nous paraît de ce fait tout 

à fait envisageable de penser que l'acide 13-cis rétinoïque, lié aux lipoprotéines, puisse 

de manière identique augmenter l'activité CETP plasmatique chez des patients traités 

par isotrétinoïne et ce compte tenu d'une part de ses homologies structurelles avec les 

acides gras non estérifiés et d'autre part de sa capacité similaire à augmenter 

l'électronégativité des lipoprotéines comme nous l'avons démontré dans nos études in 

vitro. 3°/ Il a été montré chez 18 patients sous isotrétinoïne un abaissement significatif 

(P < 0,02) de leur concentration en albumine plasmatique (LYONS et al. 1982). On peut 
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ainsi imaginer que cette diminution de la concentration plasmatique en albumine (de 

48,9 ± 0,7 à 46,6 ± 0,5 g/l) puisse induire dans un premier temps une redistribution des 

acides rétinoïques de l'albumine vers la fraction lipoprotéique tout comme nous l'avons 

mis en évidence, pour les acides gras non estérifiés, chez des patients analbuminémiques 

ou atteints de syndrome néphrotique. Ces acides rétinoïques induiraient secondairement 

une augmentation de l'électronégativité des lipoprotéines, d'où une interaction accrue 

avec la CETP. 

 

L'ensemble de ces données nous permettent de considérer que les modifications du 

profil lipoprotéique, observées chez des patients traités par isotrétinoïne, résultent d'une 

augmentation de l'activité CETP plasmatique sous l'influence des acides rétinoïques. 

Des études cliniques, que nous souhaitons mettre en oeuvre très prochainement, 

devraient nous permettre de confirmer ces hypothèses et de démontrer in vivo l'effet des 

acides rétinoïques sur l'activité CETP plasmatique. 
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CONCLUSION GENERALE 

 

Durant ces dernières années, de nombreuses études se sont attachée à mettre en 

évidence le rôle des acides gras non estérifiés, in vitro, sur l'activité de transfert des 

lipides neutres et à comprendre leur mécanisme d'action. 

Or peu d'équipes s'étaient posé la question de savoir si ces mêmes acides gras non 

estérifiés pouvaient, in vivo, induire des variations de l'activité de transfert, 

vraisemblablement parce que, dans ces conditions, ces molécules sont majoritairement 

liées à l'albumine. De ce fait, il paraissait fort peu probable que la faible fraction liée aux 

lipoprotéines puisse influencer l'activité CETP plasmatique. Nos études nous ont permis 

de mettre en évidence, chez des sujets normolipidémiques, l'existence d'une corrélation 

significative entre le taux d'acides gras non estérifiés, liés aux lipoprotéines, et l'activité 

de transfert des esters de cholestérol. Cette corrélation est renforcée dans des situations 

physiopathologiques liées à une hypoalbuminémie (analbuminémie et syndrome 

néphrotique) impliquant une redistribution des acides gras non estérifiés de l'albumine 

vers les lipoprotéines. Cette redistribution est bien mise en évidence par des techniques 

d'électrophorèse sur gel d'agarose qui montrent nettement une augmentation de la charge 

électronégative des lipoprotéines chez ces patients. Dans ces conditions, nous avons 

également pu montrer qu'il existait une corrélation significative entre la distance de 

migration des lipoprotéines en gel d'agarose - laquelle reflète leur électronégativité - et 

l'activité CETP plasmatique. De plus, toutes les expériences consistant à supplémenter 

les milieux d'incubation avec de l'albumine, capable de capter les acides gras à la surface 

de lipoprotéines, ont clairement montré qu'il y avait parallèlement à l'augmentation de la 

concentration en albumine dans le milieu une réduction de l'activité de transfert des 

esters de cholestérol. 

Afin de pouvoir mesurer les transferts multiples d'esters de cholestérol radioactifs 

entre diverses fractions lipoprotéiques plasmatiques, nous avons mis au point une 

technique de mesure de l'activité CETP après séparation des lipoprotéines par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide en gradient de concentration. Cette technique 

nous a permis de montrer que, chez des sujets analbuminémiques, la fraction LDL 

plasmatique qui présente une forte concentration en acides gras non estérifiés à sa 
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surface, donc une électronégativité augmentée, était un accepteur préférentiel de la 

réaction de transfert des esters de cholestérol. 

 

Les expériences réalisées, in vitro, en présence d'acide rétinoïque nous permettent 

cependant de considérer que les acides gras non estérifiés, liés aux lipoprotéines, ne sont 

pas les seuls composés susceptibles de moduler l'activité CETP. Il nous apparaît 

intéressant de prendre en compte, au delà de l'effet de ces molécules proprement dites, 

l'existence d'un "effet charge". On peut de ce fait envisager que des molécules 

amphipathiques capables de s'insérer à la surface des lipoprotéines et présentant un 

groupement carboxylique ionisable puissent favoriser l'interaction électrostatique entre 

les lipoprotéines et la CETP et par là même de moduler l'activité de cette dernière au 

niveau plasmatique. 
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ABSTRACT 

Plasma cholesteryl ester transfer protein (CETP) activity, evaluated as the percentage 

of cholesteryl esters transferred from a tracer dose of tritiated high density lipoproteins 

(HDL) towards the plasma apolipoprotein B-containing lipoproteins, was significantly 

higher in patients with untreated idiopathic nephrotic syndrome (n=15) than in 

normolipidemic control subjects (n=9) (46.9±4.4 vs 18.5±2.9 %, respectively; P < 

0.001). The increased CETP activity in nephrotic plasmas was explained by a significant 

rise in both the CETP mass concentration (3.2±0.9 vs 1.9±0.1 mg/l; P < 0.001), and the 

specific CETP activity calculated as the ratio of CETP activity to CETP mass 

(0.59±0.04 vs 0.38±0.06 %/ng, P < 0.05). Elevated CETP activity in nephrotic patients 

was shown to be associated with a significant decrease in the mean size of low density 

lipoproteins (LDL) (24.4±0.5 vs 26.3±0.5 nm; P < 0.0001), as well as in the relative 

abundance of HDL2a (29.6±1.6 vs 34.8±1.1 %; P < 0.05). Nephrotic syndrome was 

characterized by a significant increase in the relative proportion of lipoprotein-bound 

non-esterified fatty acids (NEFA) (34.4±7.7 vs 7.6±3.0 % of total; P < 0.01), leading to 

a significant increase in the electronegative charge of LDL (-4.3±0.1 vs -3.9±0.1 mV; P 

< 0.05) and HDL (-11.5±0.1 vs -11.1±0.2 mV; P < 0.05). As compared with native, non-

supplemented plasmas, the removal of lipoprotein-bound NEFA by adding fatty acid-

poor albumin to total plasmas significantly decreased CETP activity and specific CETP 

activity, and the reductions in cholesteryl ester transfer rates were greater in nephrotic 

patients than in control subjects. It is concluded that, in addition to elevated CETP mass 

concentration, lipoprotein-bound NEFA, by increasing the negative electrostatic charge 

of nephrotic lipoproteins, can facilitate the CETP-mediated neutral lipid transfer 

reaction in total plasma from nephrotic patients. 

Key words : Lipids - Nephrosis - Kidney - Hypoalbuminemia - Triglycerides. 
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INTRODUCTION 

It is now clearly established that nephrotic syndrome is associated with 

hyperlipidemia, which is characterized mainly by a marked increase in plasma total 

cholesterol, apolipoprotein (apo) B and low density lipoprotein (LDL) cholesterol levels 

(1-3). Moreover, patients with heavy proteinuria display a substantial increase in plasma 

triglyceride (TG) and very low density lipoprotein (VLDL) levels (4, 5). 

Hypercholesterolemia in nephrotic syndrome was shown to relate significantly to both 

hypoalbuminemia (2, 3) and proteinuria (6-8), indicating a direct linkage between the 

pathophysiology of the nephrotic syndrome and the alterations in cholesterol 

metabolism. However, the reasons which may account for the observed abnormalities in 

plasma lipid and lipoprotein parameters still remain unclear. Earlier studies conducted 

in patients and animals suggested that the hyperlipidemic state associated with nephrotic 

syndrome might result either from a reduced catabolism of apo B-containing 

lipoproteins, i. e. VLDL and LDL, (4, 5, 9-13), or from an hepatic oversynthesis of apo 

B-containing lipoproteins in response to the low oncotic pressure (1, 4, 14, 15). 

However, that latter hypothesis was challenged by recent studies which revealed that the 

overproduction of apoB-containing lipoproteins does not constitute a constant feature in 

nephrotic patients (16). Futhermore, nephrotic syndrome has been recently shown to be 

associated with a significant increase in the plasma cholesteryl ester transfer protein 

(CETP) activity (17-19) which in vivo catalyses the net mass transfer of cholesteryl 

esters from LDL and HDL towards the triglyceride-rich lipoproteins, i.e. VLDL and 

intermediate density lipoproteins (IDL), together with the reciprocal net mass transfer of 

triglycerides from the triglyceride-rich lipoproteins towards LDL and HDL (20, 21). 

Increased cholesteryl ester transfer activity in plasma from nephrotic patients was shown 

to relate both to an increase concentration of the cholesteryl ester transfer protein (17), 

and to some dysfunction of the donor and acceptor lipoprotein substrates (18). However, 

the abnormalities in lipoprotein particles which might account for alterations in specific 

CETP activity in nephrotic patients remain unknown. 

In addition to the putative oversynthesis of some hepatic proteins in response to low 

oncotic pressure (1, 4, 14, 15), the marked increase in lipoprotein-bound non-esterified 

fatty acids (NEFA) (22) might constitute another important factor in accounting for the 
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dyslipidemic state associated with nephrotic syndrome. Indeed, it is now well-known 

that marked increases in lipoprotein-bound NEFA constitute one common feature of the 

hypoalbuminemic states as those observed in nephrotic syndrome and congenital 

analbuminemia (22-24). During the last decade, several studies conducted both in 

reconstituted experimental mixtures containing isolated lipoproteins and purified CETP 

(25-28), and in total human plasma (24, 29), demonstrated that lipoprotein-bound NEFA 

can increase the interaction of CETP at the lipoprotein surface. The resulting increase in 

the CETP-mediated transfer of neutral lipids between lipoprotein fractions has been 

explained in terms of the ability of NEFA to increase the electronegativity of 

lipoproteins, raising the electrostatic interaction of CETP at the lipoprotein surface, one 

key step of the neutral lipid transfer reaction (21). Therefore, in addition to a significant 

increase in CETP levels in nephrotic plasma (17), lipoprotein-bound NEFA might act as 

activators of CETP activity by enhancing the electrostatic interaction of CETP with 

nephrotic lipoproteins.  

The aim of the present study was to investigate the putative role of lipoprotein-bound 

NEFA in enhancing CETP activity in nephrotic patients, and to evaluate the relevance 

of such a mechanism in accounting for some of the lipoprotein disorders associated with 

the nephrotic syndrome. To this end, both the mass concentration and the activity of 

CETP were measured in total plasma from fifteen patients with untreated idiopathic 

nephrotic syndrome and from nine normolipidemic control subjects. The amount of 

lipoprotein-bound NEFA, as well as their ability to influence the lipoprotein 

electronegativity were studied in parallel. 
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SUBJECTS AND METHODS 

Subjects 

Fifteen consecutive proteinuric patients (six females and nine males; 44±3 (mean ± 

SEM) years-old) from the Nephrology Department of Henri Mondor Hospital (Créteil, 

France) were studied. All the patients had untreated nephrotic syndrome defined by 

heavy proteinuria (> 3 g/day), and hypoalbuminemia (< 35 g/l). Patients with either 

diabetes mellitus, systemic lupus erythematosus, hypothyroidism, chronic hepatic 

disease, dyslipidemia preexisting the kidney disease, hematocrit lower than 35%, or an 

history of familial dyslipidemia were excluded. Study patients were prescribed diuretics 

(furosemide in seven patients), hypotensive drugs (prazosine in two patients, calcium 

channel blockers in two, and converting enzyme inhibitors in five) as well as allopurinol 

in one patient and colchicine in two. All patients were consuming a low salt (< 2g/day 

sodium) hypocholesterolemic Phase I diet as indicated in the National Cholesterol 

Education Program (30). Histopathological diagnosis was conducted in all nephrotic 

patients and were as follows : membranous glomerulonephritis, seven patients; focal 

segmental sclerosis, four patients; glomerular minimal change, two patients; and 

amyloidosis, two patients. Creatinine clearance was calculated by the reciprocal of 

serum creatinine with the formula of D. W. Cockroft et al. (31). The control group 

consisted of nine healthy normolipidemic subjects (three females and six males; 41±3 

year-old) recruited among the medical staff. The mean body mass index (BMI) of 

nephrotic patients was not significantly different from the mean body mass index of 

control subjects (22±1 vs 23±1 kg/m2, respectively; n.s.). All the study subjects were 

non-smokers and consumed less than 10 grams of alcohol per day. All of them had a 

sedentary profession. They did not practise any physical activity, except one nephrotic 

male and one control male who practised jogging for three to five hours a week, and 

except one nephrotic female and one control female who practised aerobics for one to 

two hours a week. The study was approved by the ethical commitee of Henri Mondor 

Hospital, and informed consents were obtained for all the study subjects. 
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Blood sampling 

Venous blood was collected after an overnight fast into tubes containing 0.1 mg/ml 

of Na2-EDTA and placed immediately on ice. Plasma was promptly separated with a 

15-min centrifugation at 3,000 rpm, and maintained at 4°C before lipoprotein analysis. 

Plasma aliquots for cholesteryl ester transfer activity measurements were kept at -80°C 

until analysis. 

Analysis of plasma lipid and lipoprotein components 

Total cholesterol, free cholesterol, triglyceride and phospholipid concentrations were 

determined in total plasma and in isolated lipoprotein fractions with enzymatic reagents 

(Boehringer, Mannheim, Germany) by using an Abbott diagnostic VP analyser. Plasma 

concentrations of HDL-cholesterol were determined after precipitation of plasma apoB-

containing lipoproteins with phosphotungstic acid and magnesium chloride (Boehringer, 

Mannheim, Germany). LDL-cholesterol levels were calculated using the formula of 

Friedewald et al. (32). Apo A-I and apo B were measured with an immunoturbidimetric 

method (Daichi pure chemicals, Tokyo, Japan). The cholesteryl ester mass content of 

lipoprotein fractions were calculated as the difference between total cholesterol and free 

cholesterol, multiplied by 1.67, representing the sum of the esterified cholesterol and 

fatty acid moieties. Protein concentrations were measured by using the method of Lowry 

et al. (33) with serum albumin as the standard. Non-esterified fatty acid concentrations 

were determined in triplicate by using an enzymatic kit (Wako pure Chemicals 

Industries, Osaka, Japan). 

 

Preparation of lipoprotein fractions by sequential ultracentrifugation 

Lipoprotein fractions were separated by sequential ultracentrifugation in a L8-65 

ultracentrifuge (Beckman) according to a modification of the procedure of Havel et al. 

(34). Densities were adjusted by using KBr solutions. VLDL, IDL, LDL, HDL2, and 

HDL3 were isolated step by step as the d < 1.006 g/ml, 1.006 < d < 1.019 g/ml, 

1.019 < d < 1.063 g/ml, 1.063 < d < 1.125 g/ml, and 1.125 < d < 1.250 g/ml plasma 

fractions, respectively. In order to avoid contamination with plasma albumin, HDL2 and 
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HDL3 fractions were washed by a second run at d = 1.125 g/ml and d = 1.250 g/ml, 

respectively. 

Native polyacrylamide gradient gel electrophoresis 

The size distribution of LDL and HDL was determined by electrophoresis of the d < 

1.21 g/ml plasma fraction on nondenaturing gradient gels ranging from 15 to 250 g/l of 

polyacrylamide according to the general procedure previously described (35). 

Densitometric profiles of LDL and HDL were obtained by analyzing Coomassie brilliant 

blue G-stained gels on a GS-670 imaging densitometer (Bio-Rad). The mean apparent 

diameter of LDL and HDL subfractions was determined by comparison with protein 

standard (Pharmacia High Molecular Weight Protein Calibration kit), and carboxylated 

latex beads (Duke Scientific). 

Agarose gel electrophoresis and determination of lipoprotein charge 

The electrophoretic mobility of LDL and HDL particles was determined by 

electrophoresis of total plasma on 0.5 % agarose gels (Paragon Lipo Kit, Beckman), 

according to the method described by Sparks and Phillips (36). Mean migration 

distances of LDL and HDL fractions were obtained by analyzing the gel on a Bio-Rad 

GS-670 imaging densitometer. The surface charge of LDL and HDL was estimated by 

using the equations given by Sparks and Phillips (36). Electrophoretic mobilities (U) 

were calculated by dividing the electrophoretic velocity (mean migration distance 

(mm)/time(s)) by the electrophoretic potential (voltage(V)/gel distance(cm)). To correct 

the pI-dependent retardation effects, the following equation was applied: 

U corrected = (U agarose - 0.136)/1.211 

The surface potentials of lipoproteins were calculated by using the Henry's equation 

(37): S = U x 6pn/D 
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where n is the coefficient of viscosity (0.0089 poise), and D is the solvent dielectric 

constant. 

CETP Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

CETP mass concentrations were measured by using a competitive enzyme-linked 

immunosorbent assay on a Biomek 1000 Biorobotic System (Beckman Instruments) 

(38). CETP mass concentration values were determined in quadruplicate from a 

calibration curve obtained with a frozen plasma standard. Intra- and inter-assay 

coefficients of variation were 4% and 6%, respectively (38). Results are expressed in 

milligram of CETP per liter of plasma. 

Isotopic assay of plasma cholesteryl ester transfer activity 

Plasma cholesteryl ester transfer activity was determined as the capacity of a plasma 

sample to induce the transfer of tritiated cholesteryl esters from a tracer dose of 

exogenous 3H-CE-HDL3 towards plasma apoB-containing lipoproteins. Briefly, total 

plasma (25 ml), 3H-CE-HDL3 (2.5 nmol of cholesterol), and iodoacetate (75 nmol) 

were incubated for 3 hours at 37°C in a final volume of 50 ml. At the end of the 

incubation period, incubation mixtures were adjusted to d = 1.068 g/mL, 

ultracentrifuged for 7 hours at 50000 rpm (269000 g) in a 50.4 Ti rotor on an L7 

ultracentrifuge (Beckman). The recovered d < 1.068 and d > 1.068 g/ml fractions were 

mixed with a scintillation fluid (OptiPhase Hisafe 3, Pharmacia), and radioactivity was 

assayed for 5 minutes in a Wallac 1410 liquid scintillation counter (Pharmacia). Results 

were expressed as net percentages of total radiolabeled cholesteryl esters transferred 

from exogenous 3H-CE-HDL3 to the plasma apoB-containing lipoproteins (%) (35). 

Variations in CETP activity among various plasma samples were previously shown not 

to relate to the relative dilution of exogenous 3H-CE-HDL3 in the plasma HDL pool 

(35). The intraassay coefficient of variation of cholesteryl ester transfer assay was 5%. 

Plasma specific CETP activity was calculated as the ratio of the plasma cholesteryl 

ester transfer activity to the amount of CETP in the incubation medium, and expressed  

in percentage of radiolabeled cholesteryl esters transferred per nanogram of CETP 

(%/ng). 
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Isotopic assay of plasma phospholipid transfer protein activity 

Phospholipid transfer activity was determined in total plasma by measuring the 

transfer of radiolabeled phosphatidylcholine from phospholipid liposomes (14C-PC-

liposomes) to the plasma HDL fraction as previously described (24). The experimental 

system is specific for phospholipid transfer protein activity since CETP does not transfer 

phosphatidylcholine from liposomes towards HDL. The results were expressed as 

percentage of radiolabeled phosphatidylcholine transferred to the plasma HDL fraction 

(%). 

Statistical analysis 

Data medians were compared with the non-parametric Mann-Whitney and Wilcoxon 

signed rank statistic tests, as indicated. Correlation coefficients were calculated by using 

linear regression analysis. 

 

RESULTS 

Nephrologic status in nephrotic patients and control subjects 

Plasma albumin concentrations were significantly decreased in nephrotic patients as 

compared to control subjects (mean±SEM, 25±1 and 45±1 g/l, respectively; P < 0.001). 

None of the nephrotic patients showed significant renal failure, and mean plasma 

creatinine concentrations were not significantly different in nephrotic patients and 

control subjects (1.15±0.14 and 0.99±0.12 mg/dl, respectively). Among all study 

subjects the creatinine clearance was constantly greater than 35 ml/min (range 35 to 173 

ml/min), and mean values did not differ between nephrotic patients and control subjects 

(91±12 and 100±7 ml/min, respectively). Unlike control subjects, all the nephrotic 

patients showed an heavy proteinuria, ranging from 3 up to 12.5 g/day (mean±SEM: 

6.8±0.7 g/day). 
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Plasma lipid parameters in nephrotic patients and control subjects 

As shown in Table I, nephrotic syndrome was characterized by a significant increase 

in total cholesterol, LDL cholesterol, and triglyceride levels. Conversely, HDL 

cholesterol levels were significantly lower in nephrotic patients than in control subjects, 

resulting in a marked, 2.8-fold increase in the plasma LDL to HDL cholesterol ratio. 

Plasma apo A-I concentrations were not significantly altered in nephrotic patients, while 

apo B concentrations were significantly increased as compared with controls. Whereas 

plasma NEFA levels were in the normal range in all study subjects, they were 

significantly higher in nephrotic patients than in normolipidemic controls (Table I). 

In accordance with previous reports (2, 3), plasma albumin concentration correlated 

negatively and significantly with plasma cholesterol (r = -0.72, P < 0.001), plasma 

triglyceride (r = -0.54, P < 0.01), and plasma apoB (r = -0.68, P < 0.001) concentrations 

among the whole population studied (n = 24), but not within nephrotic or control 

groups. Futhermore, the severity of dyslipidemia seemed to relate to the severity of 

nephrosis since the 24 hour-urinary protein loss in nephrotic patients (n = 15) correlated 

positively and significantly with plasma cholesterol levels (r = 0.60, P < 0.05), and with 

plasma apo B levels (r = 0.61, P < 0.05). 

Composition of Plasma Lipoproteins 

Whereas the protein content of isolated lipoproteins did not differ between nephrotic 

patients and control subjects, significant alterations in the lipid composition of 

individual lipoprotein fractions were observed. As shown in Table II, variations were 

characterized by significant increases in the cholesteryl ester content of the apoB-

containing lipoprotein fractions, i.e. VLDL, IDL, and LDL. In contrast, the triglyceride 

content of nephrotic VLDL and IDL fractions was significantly decreased, while the 

triglyceride content of nephrotic HDL2 and HDL3 was significantly increased. It results 

that the cholesteryl ester to triglyceride ratio in lipoproteins from nephrotic patients is 

significantly higher in VLDL (P < 0.001) and IDL (P < 0.001), but significantly lower in 

HDL2 (P < 0.05) and HDL3 (P < 0.001) (Table II). In addition to alterations in the 

composition of the neutral lipid core of plasma lipoprotein fractions, phospholipids were 

significantly decreased only in nephrotic HDL2 (P < 0.001). In contrast, the unesterified 

cholesterol content of plasma lipoprotein fractions was not altered. Overall, the lipid 
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composition at the lipoprotein surface was not markedly affected in nephrotic patients, 

and the phospholipid to unesterified cholesterol ratios did not differ significantly 

between homologous lipoprotein fractions isolated either from nephrotic patients or 

from control subjects (Table II). 

Size Distribution of Plasma Lipoproteins 

Based on the mean size of the major plasma LDL subfraction, all the nephrotic 

patients presented a typical LDL pattern B (mean diameter of the major LDL subfraction 

below 25.5 nm). In contrast, all the normal controls presented a typical LDL pattern A 

(mean diameter of the major LDL subfraction above 25.5 nm). The two-group 

comparison revealed that the mean size of plasma LDL was significantly lower in 

nephrotic patients than in control subjects (24.4±0.5 vs 26.3±0.5 nm, respectively; P < 

0.0001). 

In addition to alterations in LDL size, the distribution of plasma HDL subpopulations, 

i.e. HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b, and HDL3c, tended to be modified in nephrotic 

syndrome. The relative proportions of individual HDL subpopulations in nephrotic 

patients and control subjects, expressed in percentage of total HDL, were as follows: 

HDL2b, 8.9±1.3 % and 9.5±1.1 %, respectively; HDL2a, 29.6±1.6 % and 34.8±1.1 %, 

respectively; HDL3a, 35.2±1.3 % and 33.1±1.2 %, respectively; HDL3b, 22.6±2.0 % 

and 19.7±1.7 %, respectively; HDL3c, 3.8±0.8 % and 2.8±0.3 %, respectively. 

Differences between nephrotic patients and control subjects reached the statistical 

significance level only with HDL2a (P < 0.05). 
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Plasma phospholipid transfer activity 

Plasma phospholipid transfer activity tended to be lower in nephrotic patients 

compared to control subjects (6.7±0.6 % vs 8.6±0.3 %, respectively). However, the 

difference did not reach the significance level ( P = 0.11). 

 

Plasma CETP Activity 

As presented in Table III, the rate of transfer of radiolabeled cholesteryl esters from a 

tracer dose of tritiated HDL3 towards the plasma apoB-containing lipoprotein fraction 

was significantly increased by approximatively 2.5 fold in nephrotic patients as 

compared to normal subjects. The increase in plasma cholesteryl ester transfer rates was 

explained in part by a significant rise in the mass concentration of CETP in nephrotic 

patients (Table III). However, it is noteworthy that not only the CETP mass 

concentration but also the ability of CETP to interact with plasma lipoproteins was 

significantly enhanced in nephrotic plasmas. Indeed, as shown in Table III, specific 

CETP activity was significantly higher in patients with nephrotic syndrome than in 

normal controls (P = 0.012). 

Correlations between neutral lipid transfer activity and plasma lipid and kidney 

parameters are presented in Table IV. Among all study subjects (n = 24), CETP activity, 

CETP mass, and specific CETP activity exhibited strong and positive correlations with 

plasma cholesterol concentration, plasma triglyceride concentration, apo B 

concentration, VLDL+LDL cholesterol concentration, and VLDL+LDL to HDL 

cholesterol ratio. Whereas HDL cholesterol levels did not correlate significantly with 

CETP mass, significant and negative correlations were observed with both CETP 

activity and specific CETP activity (Table IV). Overall, similar significant correlations 

of CETP activity and specific CETP activity with plasma lipid levels were also observed 

among nephrotic and control groups. However, specific CETP activity correlated 

significantly with plasma cholesterol only in control subjects (P < 0.01), while it 

correlated significantly with VLDL+LDL to HDL cholesterol ratio only in nephrotic 

patients (p < 0.01). Finally, whereas significant correlations were observed between 

CETP mass and plasma lipid levels in all study subjects (Table IV), the relationships did 

not reach the significance level among nephrotic and control groups. 
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As indicated in Table IV, plasma albumin concentrations correlated negatively with 

CETP activity (P < 0.001), CETP mass (P < 0.01), and specific CETP activity 

(P < 0.01) among all the study subjects (n = 24), but the correlations were no longer 

statistically significant when nephrotic patients and control subjects were considered 

separately. Among nephrotic patients, urinary protein excretion correlated positively 

with both CETP activity (P < 0.05) and specific CETP activity (P < 0.05), but not with 

CETP mass concentrations (Table IV). In the latter group, no significant correlations 

between creatinine clearance and CETP measurements, i.e. CETP activity, CETP mass, 

and specific CETP activity, were found. 

 

Effect of Lipoprotein-bound Non-Esterified Fatty Acids on the Electrostatic 

Charge of Lipoproteins, and on CETP Activity in Plasmas from Nephrotic 

Patients and Control Subjects. 

In addition to increased total plasma NEFA levels (Table I), nephrotic syndrome was 

associated with a significant increase in the relative proportion of lipoprotein-bound 

NEFA (34.4±7.7% of total in nephrotic patients vs 7.6±3.0% of total in control subjects, 

P < 0.01). As shown in Fig. 1, while NEFA contents were increased in all the 

ultracentrifugally isolated nephrotic lipoproteins, the difference between nephrotic 

patients and control subjects reached the significance level only for the LDL fraction 

(14.8±3.5 % of total plasma NEFA in nephrotic LDL vs 0.4±0.4% of total plasma 

NEFA in control LDL, P < 0.001). 

In order to assess the consequence of the higher NEFA content of nephrotic 

lipoproteins in terms of electrostatic charge, the electrophoretic mobilities of plasma 

LDL and HDL fractions were determined in agarose gels according to the general 

procedure described under 'Methods'. As compared with controls, nephrotic patients 

showed significantly higher negative electrostatic charge of lipoproteins, both in LDL (-

4.3±0.1 mV vs -3.9±0.1 mV, P < 0.05) and HDL (-11.5±0.1 mV vs -11.1±0.2 mV, 

P < 0.05) fractions. In support of a direct role of hypoalbuminemia in leading to the 

higher electronegativity of plasma lipoprotein particles, plasma albumin concentrations 

correlated positively with the mean electrostatic charge of plasma LDL and HDL 

fractions among all study subjects (r = 0.77, P < 0.0001 and r = 0.52, P < 0.01, 
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respectively) (Fig. 2). However, when nephrotic and control groups were studied 

separately, only the positive correlation between albumin concentration and the 

electrostatic charge of LDL in nephrotic plasmas reached the significance level (r = 

0.67, P < 0.01). 

Finally, the proportion of lipoprotein-bound NEFA in plasma was positively and 

significantly correlated to plasma CETP activity (r = 0.55, P < 0.01), and plasma 

specific CETP activity (r = 0.49, P <0.01) among all study subjects (Table V), but not in 

individual groups. None of the CETP measurements correlated significantly with the 

total plasma NEFA concentrations (Table V). 

 

Effect of albumin supplementation on the charge properties of plasma 

lipoproteins and on CETP activity. 

In order to demonstrate further that hypoalbuminemia in nephrotic syndrome can 

account for alterations in plasma cholesteryl ester transfer activity, the high binding 

capacity of fatty acid-poor albumin for NEFA was used to remove NEFA from plasma 

lipoproteins. Subsequently, the effect of the supplementation of total plasmas with 

albumin on specific CETP activity, as well as on the electrostatic charge of LDL and 

HDL was investigated (see 'Methods'). 

As expected, the removal of lipoprotein-bound NEFA by fatty acid-poor albumin 

induced significant alterations in the electrostatic charge of plasma lipoproteins. Mean 

charge of LDL increased from -4.3±0.1 mV before albumin supplementation up to -

4.1±0.1 mV after albumin supplementation (P < 0.05) in nephrotic patients while it 

remained virtually unchanged in control subjects (-3.9±0.1 mV in both cases). Mean 

charge of HDL increased from -11.5±0.1 mV before albumin supplementation up to -

10.6±0.1 mV after albumin supplementation in nephrotic patients (P < 0.0001) and from 

-11.1±0.1 mV before albumin supplementation up to -10.3±0.1 mV after albumin 

supplementation (P < 0.001) in control subjects. 

Fig. 3 shows the effect of supplementation of both normal and nephrotic plasmas 

with fatty acid-poor albumin on CETP activity. Mean CETP activity decreased 

significantly from 46.9±4.4 % before albumin supplementation to 37.1±3.6 % after 

albumin supplementation in nephrotic plasmas (P < 0.001), and from 18.4±2.9 % to 
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14.4±2.2 % in control plasmas (P < 0.05) (Fig. 3). Mean specific CETP activity 

decreased significantly from 0.59±0.04 %/ng before albumin supplementation down to 

0.46±0.04 %/ng after albumin supplementation in nephrotic plasmas (P < 0.001), and 

from 0.38±0.06 %/ng before albumin supplementation down to 0.30±0.05 %/ng after 

albumin supplementation in control plasmas (P < 0.05) (Fig. 3). The albumin-mediated 

reduction in CETP activity was significantly greater in nephrotic plasmas than in control 

plasmas (-9.8±1.8 % and -4.0±1.4 %, respectively; P < 0.05). A similar, however non 

significant tendency was observed when comparing the albumin-mediated reduction in 

specific CETP activity in nephrotic and control plasmas (-0.13±0.08 %/ng and -

0.08±0.03 %/ng, respectively; P = 0.09). 

 

DISCUSSION 

In the past, hypoalbuminemia in nephrotic or analbuminemic patients has been often 

reported to be associated with hyperlipidemia and with high incidence of atherosclerosis 

(39-43). A recent prospective study conducted in a large group of non-diabetic patients 

reported a 2.8-fold increase in the relative risk of death from coronary artery disease in 

patients with nephrotic syndrome compared to control subjects (44). In fact, whereas a 

high incidence of coronary artery disease has been demonstrated to be associated with 

increased ratio of plasma non-esterified fatty acid (NEFA) to albumin (45), the high risk 

for coronary artery disease in hypoalbuminemic patients is still not completely 

understood. A recent study from our group in patients with familial analbuminemia, a 

rare genetic disease, revealed that increased amounts of lipoprotein-bound NEFA 

resulting directly from the hypoalbuminemic state can increase the activity of the plasma 

cholesteryl ester transfer protein (CETP), suggesting that the resulting increase in the 

transfer of cholesteryl esters from plasma high density lipoproteins (HDL) towards 

apoB-containing lipoproteins might account, at least in part, for alterations in the 

lipoprotein profile of analbuminemic patients (24, 41). In the present study, we 

addressed the question of the ability of plasma NEFA to substantially increase plasma 
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lipid transfer activity in a frequent disease characterized by both hypoalbuminemia and 

hyperlipidemia, i.e. the nephrotic syndrome. 

As previously reported by others (1-3), we observed that nephrotic syndrome is 

associated with a significant increase in plasma total cholesterol, apolipoprotein B, and 

low density lipoprotein (LDL) cholesterol levels. Conversely, HDL cholesterol 

concentration in nephrotic patients was significantly decreased compared to control 

subjects, leading to an important rise in the LDL to HDL cholesterol ratio. Although the 

mean plasma triglyceride levels remained in the normal range in all cases, they were 

significantly higher in nephrotic patients compared to control subjects. In addition to 

alterations in the concentration of the main plasma lipid components, the composition of 

individual plasma lipoprotein fractions was significantly modified in nephrotic patients. 

In contrast to a recent study which reported a significant increase in the phospholipid 

percentage of nephrotic lipoproteins (3), the lipoprotein phospholipid percentage in the 

present study was significantly altered only in the nephrotic HDL2. Overall, the surface 

lipid composition of individual lipoproteins was not markedly affected in nephrotic 

patients, and the phospholipid to free cholesterol ratio in various lipoprotein fractions 

did not vary significantly between nephrotic patients and control subjects. Unlike the 

surface lipid composition, the neutral lipid content of nephrotic lipoproteins differed 

significantly from the neutral lipid content of normal counterparts. Indeed, the nephrotic 

triglyceride-rich lipoproteins, i.e. very low density lipoproteins (VLDL) and 

intermediate density lipoproteins (IDL), showed an important and significant rise in 

their cholesteryl ester to triglyceride ratio, whereas both HDL2 and HDL3 showed a 

significant decrease in their cholesteryl ester to triglyceride ratio as compared with 

control lipoproteins. The latter data were in very good agreement with previous findings 

in nephrotic patients (3, 17, 18). 

It is noteworthy that similar alterations in plasma lipoproteins, including significant 

increase in the cholesteryl ester to triglyceride ratio in VLDL as well as significant 

increase in the plasma LDL to HDL cholesterol ratio were observed in familial 

analbuminemia, and were shown to be associated with significant increase in plasma 

CETP activity (24). In accordance with previous studies (17), plasma CETP mass 

concentration was markedly and significantly increased in all the nephrotic patients of 
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the present study. Although in a previous study the plasma CETP mass concentration 

tended also to be raised above the normal values in patients with analbuminemia, the 

difference from control values did not reach the significance level due to the small 

number of analbuminemic patients studied (24). Overall, it appears that the 

hypoalbuminemic state might result in vivo in a significant increase in the plasma CETP 

mass concentration. Although no conclusive explanation can be provided at this stage, at 

least two main hypothesis might account for increased plasma CETP concentration in 

nephrotic patients: i)  as previously observed for some hepatic proteins (1, 4), CETP 

might be overproduced in response to the low oncotic pressure associated with 

hypoalbuminemia, and ii)  hypercholesterolemia per se might secondarily induce 

increased plasma CETP levels (46). In support of increased plasma CETP activity in 

nephrotic patients, the isotopic transfer of cholesteryl esters from HDL towards plasma 

apoB-containing lipoproteins was significantly increased in nephrotic plasmas as 

compared with normal controls. Conversely, phospholipid transfer activity tended to be 

lower in nephrotic patients than in control subjects, but the difference between the two 

groups did not reach the significance level. 

Plasma NEFA are known to partition between albumin, membranes of endothelial 

and blood cells, and lipoprotein particles (47), and the distribution of NEFA was shown 

to be dependent on the NEFA to albumin ratio (48). In support of the latter view, direct 

analysis of the NEFA content of plasma lipoproteins revealed that hypoalbuminemic 

states, as observed in nephrotic syndrome or familial analbuminemia, are accompanied 

by the shift of NEFA from the albumin-containing plasma fraction towards the 

lipoprotein-containing plasma fraction (22-24). It is now clearly established that an 

increased proportion of lipoprotein-bound NEFA can increase the electronegativity of 

plasma lipoproteins, increasing both the interaction of CETP at the lipoprotein surface 

and the transfer of cholesteryl esters between lipoprotein particles (25, 26, 28, 49). In 

accordance with previous studies (22), we observed that the nephrotic syndrome was 

associated with a redistribution of plasma NEFA towards the lipoprotein fractions, and 

as a consequence the electronegativity of LDL and HDL was significantly higher in 

nephrotic patients than in control subjects. In fact, significant relationships between the 

electronegativity of plasma lipoproteins and the severity of hypoalbuminemia were 
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observed in nephrotic patients. These observations extended previous data from our 

group conducted both in normal subjects (29), and in patients with familial 

analbuminemia (24). They indicate that the NEFA-mediated increase in plasma CETP 

activity may be of pathophysiological relevance. 

In order to demonstrate further the role of lipoprotein-bound NEFA in increasing 

CETP activity in plasma from nephrotic patients, we took advantage of the high binding 

capacity of albumin for NEFA to remove NEFA from plasma lipoprotein particles, and 

to evaluate the effect in terms of lipoprotein electrostatic charge and cholesteryl ester 

transfer activity. As predicted, the incubation of total nephrotic plasmas with fatty acid-

poor albumin reduced significantly the electronegativity of LDL and HDL fractions. 

While fatty acid-poor albumin also reduced the electronegativity of normal HDL in 

normal plasmas, no changes in normal LDL were observed. Finally, mean CETP activity 

and specific CETP activity were significantly reduced by the fatty acid-poor albumin 

treatment, and reductions in cholesteryl ester transfer rates were greater in nephrotic 

patients than in control subjects. The latter observations might explain in part the 

reduction in lipoprotein abnormalities observed in vivo  after infusions of albumin in 

patients with nephrotic syndrome (50). 

Another important point of the present study was the modification in the size 

distribution of lipoprotein particles in nephrotic patients as compared with normal 

controls. We observed that increased CETP activity in nephrotic syndrome is associated 

with the predominance of small-sized LDL particles which are characteristic of LDL 

pattern B, whereas control subjects showed typical LDL pattern A with the 

predominance of large-sized LDL particles (51). Since CETP has been shown to 

constitute one key factor in determining the size distribution of LDL particles (52, 53), 

and in particular in transforming typical LDL pattern A into typical LDL pattern B (53), 

the predominance of small-sized LDL in nephrotic patients might directly result from 

increased plasma lipid transfer activity. Not only the size distribution of plasma LDL, 

but also the size distribution of plasma HDL subpopulations tended to be modified in 

nephrotic syndrome. Indeed, as compared with normal HDL, nephrotic HDL tended to 

be shifted towards the small-sized range. However, only the decrease in the relative 

abundance of HDL2a in nephrotic plasmas reached the statistical significance. Recent 



 208

studies from our group demonstrated that plasma CETP can specifically reduce the 

relative abundance of HDL2a, while plasma PLTP can specifically increase the relative 

abundance of HDL2b (54). In good agreement with the latter observations, it is 

noteworthy that in nephrotic patients the significant increase in plasma CETP activity 

was associated with a significant decrease in the HDL2a subpopulation, while neither 

plasma PLTP activity nor the relative abundance of HDL2b were significantly modified. 

Taken together, alterations in the size distribution of LDL and HDL particles in 

nephrotic patients point out the important role of CETP in reducing the size of 

lipoprotein particles in vivo. 

In conclusion, the present study demonstrated that nephrotic syndrome is associated 

with significant increases in both the mass concentration and the activity of plasma 

CETP. In particular, abnormally elevated proportions of lipoprotein-bound NEFA in 

nephrotic patients were shown to significantly increase the ability of CETP to transfer 

cholesteryl esters between plasma lipoproteins. These observations might account at 

least in part for some of the lipoprotein abnormalities associated with nephrotic 

syndrome. 
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FOOTNOTES 

1 Abbreviations used: Apo, Apolipoprotein; BMI, Body Mass Index; CE, Cholesteryl 

esters; CETP, Cholesteryl Ester Transfer Protein; HDL, High Density Lipoprotein; IDL, 

Intermediate Density Lipoprotein; 3H-CE-HDL3, HDL3 containing radiolabeled 

cholesteryl esters; LCAT, Lecithin:Cholesterol Acyltransferase; LDL, Low Density 

Lipoprotein; NEFA, Non-Esterified Fatty Acids; PLTP, phospholipid transfer protein; 

TG, Triglycerides; VLDL, Very Low Density Lipoprotein 
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FIGURE LEGENDS 

 

Fig. 1. Distribution of non-esterified fatty acids among plasma lipoprotein fractions. 

Plasma lipoprotein fractions were isolated by sequential ultracentrifugation and NEFA 

were assayed as described under 'Methods'. The results are expressed as the percentage 

of total plasma NEFA bound to each lipoprotein fraction in fifteen nephrotic patients 

and nine control subjects. Values are mean±SEM. Significance of the difference 

between nephrotic patients and control subjects, ** P < 0.01 (Mann-Whitney test). 

NEFA, non-esterified fatty acids; VLDL, very low density lipoproteins; IDL, 

intermediate density lipoproteins; LDL, low density lipoproteins; HDL, high density 

lipoproteins. 

 

Fig. 2. Relationships between the plasma albumin concentration and the electrostatic 

charge of plasma LDL and HDL lipoprotein fractions. Plasma LDL and HDL fractions 

were isolated by sequential ultracentrifugation and their electrophoretic charges was 

determined as described under 'Methods'. The scatterplot shows data from fifteen 

nephrotic patients (closed circles) and nine control subjects (opened circles). 

Coefficients of correlation were determined by linear regression analysis. 

 

Fig. 3. Effects of supplementation of total plasmas with fatty acid-poor albumin on 

CETP activity and specific CETP activity. CETP activity (upper graphs) is expressed as 

the percentage of radiolabeled cholesteryl esters transferred from exogenous HDL3 

towards plasma apo B-containing lipoproteins in the incubation conditions (see 

‘Methods’). Specific CETP activity (lower graphs) has been calculated as the percentage 

of the CETP activity to the CETP mass in the incubation medium, and expressed in 

percentage of radiolabeled cholesteryl esters transferred per hour and per nanogram of 

CETP (see ‘Methods’). Cholesteryl ester transfer activities were determined in total 

plasma which were supplemented or not with fatty acid-poor albumin (40 g/l). 

Individual decreases in CETP activity and specific CETP activity are represented with 

thin lines. Means±SEM of nephrotic and control populations are represented with big 
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points. Thick lines represent the mean decrease in cholesteryl ester transfer. P values 

were determined by using Wilcoxon signed rank test. 
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ANNEXE 4 

 

 

Polyacrylamide gradient gel electrophoresis as a method to measure transfers 

of radiolabeled cholesteryl esters between several plasma lipoprotein 

fractions. 

FLORENTIN, E., LAGROST, L., LALLEMANT, C. & GAMBERT, P. 

Anal. Biochem. 216, 352-357 (1994) 
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ANNEXE 5 

 

 

Modulation of the activity of the human cholesteryl ester transfer 

protein by carboxylated derivatives. Evidence for 13-cis retinoic acid as 

a potent regulator of the protein's activity in plasma. 

FLORENTIN, E., ATHIAS, A. & LAGROST, L. 

Eur. J. Biochem. 240, 699-706 (1996) 
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