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Résumé : |l est maintenant bien établi que les triglycérides plasmatiques représentent un facteur de
risque indépendant d'athérosclérose et des maladies cardiovasculaires qui en découlent [1].
L'hypertriglycéridémie est connue pour étre associée a une surexpression des apolipoprotéines Clll
(apoClll). Les quantités et la distribution de ces apoClll dans le plasma sont essentielles dans le
métabolisme des triglycérides, et il existe de nombreuses études épidémiologiques mettant en
évidence leur association avec le développement et la progression des lésions d'athérosclérose dans
les maladies cardio-vasculaires (MCV). Les apoClll et plus particulierement les apoClll liées aux
particules riches en triglycérides sont considérées comme de nouveaux marqueurs/facteurs de risque
des MCV associés aux triglycérides comme cela a été étudié et rapporté par P. Alaupovic dans
I'article précédent [2]. En outre, un certain nombre de sujets jeunes ayant fait un accident
ischémique grave, présentent un bilan lipidique considéré comme normal et qui ne permet pas de les
identifier. Mais on sait aussi que des sujets coronariens, normolipidémiques a jeun, peuvent
présenter un retard d'épuration postprandiale des triglycérides, détectable seulement aprées un repas
test riche en graisses [3-5]. Les retards d'épuration postprandiaux et leur toxicité sont imputés aux
chylomicrons remnants qui persistent trop longtemps dans la circulation et sont considérés comme
tres athérogénes [6]. Dans un travail préliminaire [7], nous avions comparé un petit groupe de sujets
normolipidémiques a jeun (n = 10) mais présentant une maladie coronarienne précoce (groupe CAD)
et montré l'existence d'anomalies du métabolisme lipidique postprandial par comparaison a un
groupe de sujets contrdles. Quatre a six heures aprés un repas gras (1 000 kcal et 60 % de lipides), la
réponse de la triglycéridémie était significativement plus élevées chez les coronariens que chez les
contrdles et I'amplitude de la réponse postprandiale exprimée par une mesure d'aire sous la courbe,
ainsi que la durée de la réponse, étaient de 30 % plus importantes chez les coronariens (p < 0,002 et
p < 0,05 respectivement). Les bilans lipidique et apoprotéique a jeun étaient normaux et les
concentrations de cholestérol, LDL-C, HDL-C, TG, Apo Al, B, Cll, Clll et E ne différaient pas entre les
groupes. La répartition des apoCll et apoE entre les HDL et les lipoprotéines riches en triglycérides
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(TGRL) ne montrait pas de différence significative. En revanche l'analyse des apoClll montrait une
anomalie de distribution : il apparaissait deux fois plus d'apoClll sur les lipoprotéines riches en TG
(TGRL-CIII, p < 0,001) entrainant une différence tres significative du CllI-Ratio (TGRL-CIII/HDL-CIII, p <
0,0001). De plus, I'amplitude de la réponse postprandiale exprimée par une mesure d'incrément
d'aire sous la courbe était trés fortement et positivement corrélée aux valeurs de TGRL-CIII a jeun et
au Clll-Ratio (p < 0,001). Ces premiers résultats obtenus chez des sujets coronariens ne présentant
aucun facteur de risque connu et strictement normolipidémiques a jeun, nous avaient permis de
conclure que la valeur de ces apoClll liées aux particules riches en TG (TGRL-Clll) ainsi que
|'établissement du CllI-Ratio représentaient le marqueur a jeun d'une anomalie postprandiale chez
les coronariens normolipidémiques. D'autre part, les valeurs de TGRL-CIll ou le Clll-Ratio, s'ils
représentent un marqueur de I'anomalie postprandiale, peuvent également représenter un nouveau
facteur de risque de la maladie coronarienne puisque c'était la seule différence que nous ayons pu
trouver entre nos groupes contréle et coronarien. Les apoClll, de par leur implication dans le
métabolisme des triglycérides, représentent donc le facteur de I'anomalie liée moléculairement et
métaboliquement a une mauvaise épuration postprandiale de particules « remnants », qui sont
connues pour étre tres athérogenes (voir encadré). Enfin, a l'inverse, le transport reverse du
cholestérol (RCT) des cellules périphériques vers le foie représente une étape critique dans
|'épuration du cholestérol et dans la protection vis-a-vis des phénomeénes d'athérosclérose. Les HDL
sont essentielles dans ce processus, tant pour leur capacité d'efflux de cholestérol cellulaire que pour
leur réle dans le transport en retour du cholestérol vers le foie en vue de son élimination [8-10].
Nous rapportons ici les résultats d'une étude comparant, la distribution des apoClll plasmatiques et
la capacité d'efflux de cholestérol a jeun chez des sujets normolipidémiques présentant ou non une
maladie coronarienne.

Summary : Plasma levels and distribution of apoClll between triglyceride-rich lipoproteins (TGRL) and
high density lipoproteins (HDL) are critical for triglyceride (TG) metabolism. Hypertriglyceridemia and
especially increased levels of apoClll in TGRL (TGRL-CIIl) in normotriglyceridemic subjects are now
recognized as risk factors for the atherosclerotic lesion progression. On the other hand, the efflux of
cholesterol from peripheral cells, the first step of reverse cholesterol transport (RCT) has been shown
to be protective against atherosclerosis. In a previously reported study, we compared
normolipidemic men with and without coronary artery disease (CAD). Although there was no
difference between these two groups in fasting plasma lipid profile, subjects with CAD had a two-fold
higher levels of TGRL-CIII (p<0.001) than subjects without CAD. Moreover, the magnitude or duration
of postprandial TG response to a test meal (60% fat) was 30% greater (p<0.05) in the former than in
the latter subjects. This clearance delay was significantly correlated with fasting TGRL-CIII levels
(p<0.001). These results have suggested that apoClll distribution between TGRL and HDL in fasting
state and specifically the levels of TGRL-CIII reflect and may predict the extent of postprandial TG
clearance. To explore the first step of RCT, we determined the fasting plasma capacity to promote
cholesterol efflux from FUSAH cells in two other groups of normolipidemic subjects with (n=20) and
without CAD (n=23). The fasting lipid profile of the CADgroup showed a slight but significant increase
in the levels of TG and non-HDL-cholesterol (p<0.001 and p<0.05, respectively), but no differences in
the concentrations of total cholesterol, low density cholesterol and HDL cholesterol in comparison
with subjects without CAD. As expected, subjects with CAD had significantly higher levels of TGRL-CIII
(+ 80%, p<0.001) than controls. The CAD group was also characterized by a significant reduction (
13%, p<0.003) in the capacity of fasting plasma to promote cholesterol efflux from the FUSAH cells.



The capacity of plasma to efflux cellular cholesterol was positively correlated with the levels of HDL
cholesterol and lipoprotein Lp-Al (p<0.01 and p<0.001, respectively) and negatively with the levels of
TGRL-CIII (p<0.001). In conclusion, the distribution of fasting apoClll between TGRL and HDL has been
shown to reflect and predict the postprandial clearance of TG and TGRL. Fasting levels of TGRL-CIII
appear to be associated with the plasma capacity to promote efflux of cellular cholesterol and to
represent a new marker and/or risk factor for CAD in normolipidemic subjects.

Keywords : reverse cholesterol transport, cellular cholesterol efflux, apolipoprotein CllI, triglycerides,
cardio-vascular risk factors.

ARTICLE
Modalités de I'étude

Un groupe de sujets coronariens normolipidémiques (n = 23), présentant des Iésions coronaires, a
été sélectionné et comparé a un groupe de sujets controles (n = 20) n'ayant aucun antécédent
personnel de maladie cardio-vasculaire. Les sujets présentaient une cholestérolémie < 220 mg/dl,
une triglycéridémie < 120 mg/dl, un HDL-C > 35 mg/dl et une glycémie < 110 mg/dI.

L'analyse des parameétres lipidiques et apolipoprotéiques plasmatiques a été effectuée sur des
prélevements obtenus aprées une période de 12 heures de jeGne. Outre le cholestérol total (CT), les
triglycérides (TG), le HDL-C (aprés précipitation au phosphotungstate + MgCl, des particules
contenant I'apoB), ont été calculés le LDL-C (selon la formule de Friedewald) et le non-HDL-
cholestérol (non-HDL-C = cholestérol total - HDL-cholestérol). L'évaluation de ce non-HDL-C permet
une estimation globale de la fraction du cholestérol associé aux ApoB en incluant les particules riches
en triglycérides (VLDL-C + iDL-C + LDL-C). Les apolipoprotéines plasmatiques, apoAl et apoB ont été
mesurées par immunonéphélométrie (selon les recommandations ARCOL). Les sous-fractions d'HDL
caractérisées par leur contenu en apoAl et apoAll (LpAl et LpAl:All) ont été dosées par électro-
immuno-diffusion sur hydragels contenant des anticorps anti-apoAl et anti-apoAll (SEBIA). Les
dosages d'apoClll plasmatiques et leur distribution sur les TGRL et HDL ont été réalisés par électro-
immuno-diffusion sur hydragels contenant des anticorps anti-apoClIl (SEBIA), aprés précipitation du
plasma par I'héparine et re-solubilisation de la fraction B-containing (TGRL), selon la technique mise
au point par P. Alaupovic et utilisation de ses standards (CDC, Atlanta) [17].

La mesure de la capacité du plasma a promouvoir I'efflux de cholestérol cellulaire a été étudiée a
partir des échantillons plasmatiques prélevés a jeun et a été réalisée, selon la méthode de De La Llera
Moya, sur cultures de cellules FUSAH (hépatome de rat) classiquement utilisées pour ce type
d'évaluation [18]. Brievement, les cellules FUSAH en cultures sont chargées en cholestérol marqué
puis incubées avec les échantillons plasmatiques a tester (en triple). Aprés 4 heures d'incubation, les
milieux de culture sont recueillis et la radioactivité est mesurée aprés extraction a l'isopropanol.
L'efflux fractionnel est calculé comme étant la quantité de radioactivité mesurée dans le milieu par
rapport a la radioactivité totale de chaque puits de culture. Cet efflux fractionnel reflete la capacité
des accepteurs (ici le plasma de chaque sujet) a recevoir le cholestérol libre membranaire.



Résultats
Caractéristiques des sujets (tableau 1)

Etant donné les critéres de sélection, les valeurs & jeun des paramétres classiques du bilan lipidique
étaient normaux. Aucune différence significative n'est observée entre les groupes contrbles et
coronariens, pour les parametres plasmatiques tels que cholestérol total, LDL-C, HDL-C, apoB et
apoAl. On note cependant qu'il existe des différences significatives sur les valeurs de TG et de non-
HDL-C (+ 30 %, p < 0,001 et + 12 %, p < 0,05 respectivement pour le groupe de coronariens comparé
au groupe controéle), bien que ces parameétres soient maintenus a des valeurs normales.

Bien que les valeurs des parameétres anti-athérogenes classiques HDL-C et apoAl ne different pas, on
note que la sous-fraction la plus protectrice des HDL, quand méme exprimée sous la forme de
lipoparticules Lp-Al (HDL ne comportant que des apoAl) est diminuée de 10 % chez les coronariens (p
< 0,07, NS) alors que les LpAl:All (HDL comportant des apoAl et apoAll) ne sont pas différentes.

En revanche, si les valeurs d'apoClll plasmatiques sont normales et ne difféerent pas entre les
groupes, les quantités d'apoClll réparties entre les HDL et les TGRL montrent, comme dans notre
étude préliminaire, une anomalie de distribution. Les valeurs d'HDL-CIII restent comparables mais les
TGRL portent deux fois plus d'apoClll, cette différence étant significative (p < 0,001). Cela se
répercute sur l'index d'athérogénicité exprimé sous la forme du CllI-ratio (TGRL-CIII/HDL-CIII) qui est
augmenté significativement (p < 0,001).

L'analyse a jeun de la composition des VLDL + iDL (lipoprotéines-ApoB les plus riches en
triglycérides), aprés isolement par ultracentrifugation a densité de 1.019, confirme les résultats
précédents. Elle montre une augmentation de leur masse (+ 40 %, p < 0,05) qui résulte a la fois de
I'augmentation du nombre de particules (apoB + 35 % NS) et d'un enrichissement significatif de
chacune d'elles en TG et apoClll (+ 65 %, p < 0,005) (résultats non présentés).

La capacité a jeun du plasma des sujets coronariens a promouvoir I'efflux de cholestérol (figure 1) a
partir de cultures de cellules FUSAH montre une réduction moyenne significative de 13 % (p < 0,003)
par comparaison a des plasma de sujets contréles.

Cette capacité d'efflux est corrélée positivement aux valeurs d'HDL-C et plus fortement aux
concentrations de la fraction protectrice des HDL sous la forme des particules LpAl (tableau 2, figure
2). Nous avons également obtenu une corrélation négative significative avec les valeurs de non-HDL-
C (p <0,01), signification non atteinte avec les triglycérides.

Dans notre étude, les corrélations négatives les plus fortes sont obtenues avec les TGRL-ClII et le CllI-
Ratio.

CONCLUSION

Des études épidémiologiques ont maintenant largement montré le lien entre une augmentation
plasmatique a jeun des apoClll associées aux lipoprotéines riches en triglycérides et le
développement des maladies cardio-vasculaires [2, 19].

Nos travaux préliminaires [7] avaient montré que ces particules pouvaient avoir une implication
négative dans I'épuration des triglycérides chez des sujets coronariens en dehors de toute



hypertriglycéridémie a jeun. A partir de ces petits groupes de sujets, nous avions déja pu mettre en
évidence leur intérét, comme marqueur/facteur de I'anomalie postprandiale et poser I'hypothése
d'un lien avec le risque de maladie coronarienne.

Ce dernier point a été validé dans I'étude rapportée ici sur un plus grand nombre de sujets. Nous
avons pu montrer que l'augmentation des valeurs d'apoClll associées aux lipoprotéines riches en
triglycérides représente le meilleur marqueur de la maladie coronarienne. En effet, si nos groupes de
sujets, présentant ou non une maladie coronarienne, difféerent en moyenne significativement sur des
parametres comme les triglycérides plasmatiques, ils restent dans tous les cas dans des limites de
valeurs normales pour ces parametres lipidiques classiques.

D'autre part, il est important également de préciser que ce caractere discriminant des TGRL-CIIl ne
s'applique qu'a des coronariens normolipidémiques. Les résultats obtenus a partir d'une autre étude
de sujets coronariens normo ou hypertriglycéridémiques, comparés a des non- coronariens normo
ou hypertriglycéridémiques, sont illustrés dans la figure 3. lls montrent clairement que les valeurs
trés élevées de TGRL-CIII associées a un état d'hypertriglycéridémie ne permettent plus de maintenir
ce caractére discriminant vis-a-vis de la maladie coronarienne.

Nos résultats ont également montré une baisse de capacité d'efflux du plasma de sujets coronariens
normolipidémiques comparés a des sujets contréles, ce qui correspond a une perte de protection vis-
a-vis des maladies cardiovasculaires et confirment ainsi des résultats antérieurs [20]. Cette différence
de capacité d'efflux est obtenue, bien que les concentrations HDL, reconnues comme les particules
essentiellement impliquées dans ce processus, montrent des valeurs comparables entre les 2
groupes. Cependant, une petite différence entre les concentrations de particules HDL ne comportant
que des apoAl (LpAl) a été observée. La forte corrélation de ces LpAl avec la capacité d'efflux, laisse
supposer que la qualité de ces HDL est en cause, au moins autant que leur quantité.

D'autre part, la tres forte corrélation négative entre la capacité d'efflux du plasma et la quantité de
TGRL-CIll indique que ces particules influencent directement ou indirectement cette fonction
généralement réservée aux HDL. La participation des particules riches en triglycérides dans la
capacité du plasma a effluer le cholestérol a déja été montrée : en général elles servent de réservoir
transitoire pour le cholestérol efflué [8, 21]. Mais nous avons pu montrer chez le sujet sain, que la
fonction des particules riches en triglycérides pouvait étre facilitatrice ou inhibitrice d'efflux, en
relation avec leur composition propre et |'état métabolique du sujet [22, 23].

En ce qui concerne plus spécifiquement le role des TGRL-CIII dans la capacité d'efflux du plasma, une
des hypotheses pourrait étre que leurs effets résultent en partie des interactions métaboliques entre
TGRL et HDL. Ces interactions auxquelles participent naturellement les apoClll sont particulierement
évidentes au cours des périodes postprandiales (voir encadré et article suivant). La qualité de ces
interactions entre les HDL et les TGRL est connue depuis longtemps, notamment pour influencer
I'épuration postprandiale des triglycérides [24, 25] et pour avoir un impact sur le développement des
maladies cardio-vasculaires. On peut donc envisager que la distribution des apoClll a jeun, qui est le
reflet de ces modifications métaboliques, représente ainsi un marqueur et ou un effecteur de la
capacité d'efflux du plasma, et ce en modulant les qualités fonctionnelles des particules impliquées
directement dans ce processus.



Pour conclure, les TGRL-CllIl de par leur effet limitant potentiel sur I'épuration postprandiale des
triglycérides et sur la capacité du plasma a effluer le cholestérol, pourraient étre a l'origine ou
participer de |'athérogénicité des ces particules a deux des étapes clés du métabolisme des lipides.
De plus, les valeurs de TGRL-ClIl a jeun qui représentent un facteur discriminant, indiquent que ce
parametre pourrait étre considéré comme un nouveau marqueur du risque cardiovasculaire chez des
sujets normolipidémiques.
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Figure 1. Comparaison de la capacité du plasma a jeun a promouvoir I'efflux de
cholestérol chez des sujets contréles et coronariens normolipidémiques.
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Figure 2. Corrélation entre la capacité du plama de sujets contréles et coronariens
normolipidémiques a effluer le cholestérol et les valeurs plamatiques d'HDL-C, non-
HDL-C et TGRL-CIII.

Controle normotriglycéridémiques : n = 23.
Coronariens normotriglycéridémiques : n = 20.
Non-HDL-C = CT HDL-C.

TGRL-ClII : fraction des apoClll portées par less TGRL.
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Croupe contible : TG 119 + 39 mgdl Groupe contréle : TG 235 + 44 mgddl
Croupe coronarien : TG 133 £ 47 mgdd| Croupe comnanzn : TG 297 129 mgdl

Figure 3. Distribution des apoClll entre TGRL et HDL chez des sujets
normotriglycéridémiques (< 200mg/dl) ou hypertriglycéridémiques (> 200 mg/dl)
présentant ou non une maladie coronarienne : seule I'augmentation des TGRL-CllI
chez des normotriglycéridémiques est un marqueur de la maladie coronarienne.

TGRL-ClII : fraction des apoClll portées par les TGRL.
HDL-CIII : fraction des apoClIl portées par les HDL.
Controles normotriglycéridémiques : n = 9.
Coronariens normotriglycéridémiques : n = 17.
Controles hypertriglycéridémiques : n = 4.
Coronariens hypertriglycéridémiques : n = 12.




Tablkau 1. Profil ¥pidigue et opogotéique des sujets conirdles ef coronariens
norTh ok pid Emigoes G jewn,

Contrdles CAD

(mg/dl)

CT 175+ 18 186+ 19 M5
LDL-C 109 + 22 119+ 22 M5
HDL-C 51 £12 47+ 9 M5
TG f4 £ 27 99+ 164 p = 0,001
Mon-HDL-C 124 £ 25 139+ 22 p = 0,05
Apo B F8+£13 21 £9 M5
Apo Al 144 + 23 138+ 18 M5
Lp-Al 50 £11 45 + 7 p <= 0,07
Lp-AlAll Q4 + 21 231+19 M5
Apao ClI 2.5+2.0 10,2+ 2,0 M5
TGRL-CII 1.6 +0.6 29 +1.0 p = 0,001
HOL-CHI 71 2.0 6,8+1.5 M5
ClI-Ratio 0,24+ 0,10 044+ 0,16 p =< 0,001

Contmoles normotrighcéridémiques : n= 23,
Comnarie rs normotriq hes ridé miques : n= A,
Morn-HDL-C = CT-HDL-C.

TSRL-CII : fraction des apolC |l portses par ks TGAL.
HOL-CI : faction des apaClIl porbses par ks HDL.
Cllkatio : mpport dit athérogéne = TGRL-CHIHDL-CIIIL.

Tableau 2. Corrélotion entre o copacité du plosma des growpes conirdles et
corongriens normofpidémiques & effluer le cholestarol et les valewrs les §pides
et apokpo grotéines plasmat iqes.

Contrales CAD Tous
HDL-C 0,29 0,51 0,41
p = 0,05 p =< 0,01
Lp-Al 0,40 0.65 0,53
F = 0,001 p < 0,001
TG —0,14 — 0,05 —0.28
Mon-HDL-C —0,33 — 0,34 —042
F = 0,01
HDL-CIHI 0,33 M5 0,24
TGRL-CIII — 0,49 - 0,59 —0,63
P=0,05 p = 0,01 p = 0,001
Clll-Ratio — 0,51 — 0,61 — 0,64
P=005%5 p < 0,01 p < 0,001

Contrioks normotrighcéridemiques
Comnarie rs normotrig bed rids miiques - n= X0,
Mon-HDL-C = CT - HDL-C.

rn= 23,

TGRLCII : fraction des apos-C Il portses par ks TGRL.
HDL-CI : fraction des apos-C Il portses par kes HDL.
Cllkratio : mpport dit athémgéne = TGRL-CHHDL-CIII.



