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SOMMAIRE 

Bien que la lipoprotéine lipase (LPL) puisse exercer un effet périphérique anti-athérogénique, 

de nombreuses évidences suggèrent que l'enzyme puisse jouer un rôle important dans le 

développement et la progression de l'athérosclérose. Il a été postulé que l'enzyme puisse exercer 

ses effets proathérogéniques tant par ses propriétés enzymatiques que par ses propriétés structurales. 

Les effets potentiels de la LPL dans le processus athérosclérotique incluent l'altération de la barrière 

endothéliale vasculaire par les acides gras libres dérivés de l'action hydrolytique de l'enzyme sur les 

lipoprotéines riches en triglycérides, la rétention des lipoprotéines dans la paroi artérielle, et la 

stimulation de la captation des lipoprotéines par les macrophages dérivés des monocytes et les 

cellules musculaires lisses. Nous avons examiné de nouveaux mécanismes par lesquels la LPL 

pourrait contribuer au développement de l'athérosclérose. 

Dans notre première étude, nous avons examiné la possibilité que la LPL puisse, grâce aux 

sites de liaison aux héparans sulfate protéoglycans présents sur chacun de ses monomères, faciliter 

l'interaction des monocytes humains avec les cellules endothéliales. Nos résultats démontrent que 

1) la LPL augmente l'adhésion des monocytes humains aux cellules endothéliales, 2) les héparans 

sulfate protéoglycans exprimés à la surface des monocytes humains et des cellules endothéliales sont 

indispensables pour cet effet, et 3) l'activité de la LPL est nécessaire pour son effet stimulant sur 

l'adhésion des monocytes humains à l'endothélium. 



iv 

Dans notre deuxième étude, nous avons examiné l'effet de la LPL sur l'activation des 

monocytes et des macrophages dérivés des monocytes humains. Nos résultats mettent en évidence 

que 1) la LPL induit l'expression et la production du facteur de nécrose tumorale alpha par les 

monocytes et les macrophages dérivés des monocytes humains, 2) la différenciation des monocytes 

humains en macrophages est associée à une augmentation de l'expression et de la production du 

facteur de nécrose tumorale alpha induite par la LPL, et 3) la LPL exerce son effet via l'activation 

de la protéine kinase C. 

Dans notre troisième étude, nous avons étudié l'effet de la LPL sur la prolifération des 

cellules musculaires lisses. Nos résultats démontrent que 1) la LPL stimule la prolifération des 

cellules musculaires lisses, 2) la liaison de la LPL aux héparans sulfate protéoglycans exprimés à la 

surface des cellules musculaires lisses est nécessaire pour son effet, et 3) l'activation de la protéine 

kinase C est impliquée dans la prolifération des cellules musculaires lisses induite par la LPL. 

En conclusion, nous avons démontré que la LPL pourrait contribuer au développement et à 

la progression de l'athérosclérose par trois nouveaux mécanismes incluant la stimulation de 

l'adhésion des monocytes à l'endothélium vasculaire, l'activation des monocytes/macrophages, et 

la stimulation de la prolifération des cellules musculaires lisses. 
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Ll. L'athérosclérose 

1.1.1. Généralités 

L'athérosclérose avec ses complications majeures, les maladies cardio- et cérébro-

vasculaires, représente la première cause de mortalité dans le monde occidental (Gerrity et Antonov, 

1997; Parmley, 1998). Aux États-Unis d'Amérique, on estime que 6 millions de personnes 

présentent une ischémie symptomatique du myocarde et qu'un Américain meurt chaque minute à 

la suite de maladie coronarienne athérosclérotique (Gerrity et Antonov, 1997). Une diminution 

importante de la mortalité par maladie coronarienne est toutefois observée aux États-Unis et en 

Europe depuis quelques années. Des mesures de prévention ciblant notamment la réduction des 

facteurs de risque ont joué un rôle important dans cette évolution (1-lunink et coll., 1997). Par 

ailleurs, on note une augmentation de la morbidité et de la mortalité associées à la maladie 

coronarienne dans certains pays asiatiques en voie de développement (Janus et coll., 1996). 

L'examen des événements précoces survenant au cours de l'athérogenèse démontre que les 

cellules inflammatoires impliquées dans ce processus sont des composantes classiques d'une réponse 

inflammatoire de type chronique précédant la migration et la prolifération des cellules musculaires 

lisses (CMLs) artérielles (Ross, 1993a). L'accumulation de lipides et de lipoprotéines dans l'espace 

sous-endothélial représente un des événements précoces de l'athérogenèse (Ross, 1993a). 

L'infiltration des lipoprotéines est suivie de l'adhésion des monocytes et des lymphocytes T à 

l'endothélium vasculaire, puis de leur migration dans l'espace sous-endothélial (Schwartz et coll., 

1991). En présence de lipoprotéines de basse densité (LDL) oxydées, les monocytes sont convertis 

en macrophages activés, captent les LDL-oxydées via les récepteurs "scavenger" et se transforment 
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en cellules spumeuses (Ross, 1993a). La formation des cellules spumeuses et leur accumulation 

dans l'intima conduit à la formation de la strie lipidique qui constitue le stade initial de la lésion 

athérosclérotique (Gerrity et Antonov, 1997). L'accumulation des monocytes et des lymphocytes 

T dans l'intima peut se poursuivre si l'agent responsable de l'initiation de la réponse inflammatoire 

persiste. Par conséquent, cette réponse inflammatoire qui a débuté comme un mécanisme de 

protection peut évoluer d'une façon excessive avec le temps et être responsable du développement 

et de la progression de la maladie athéromateuse (Ross, 1998). 

Il est important de souligner que, sur le plan clinique, la lésion athéromateuse est 

parfaitement silencieuse au cours de son évolution qui peut s'étaler sur plusieurs dizaines d'années 

(Ross, 1993b). Les manifestations cliniques de la maladie apparaissent généralement aux stades 

tardifs de formation des lésions avancées et sont souvent le résultat de la rupture de la plaque et de 

l'apparition de phénomènes thrombotiques (Davies, 1990; Schwartz et coll., 1993; Ross 1993a). 

Toutefois, le processus athérosclérotique peut progresser rapidement dans certaines conditions, 

particulièrement chez des sujets présentant une hypercholestérolémie sévère (Strong et McGill Jr, 

1962). Les lésions athérosclérotiques avancées sont responsables de modifications pouvant conduire 

à plusieurs événements cliniques tels l'angor, l'infarctus du myocarde, l'accident cérébro-vasculaire, 

et l'artériopathie des membres inférieurs (Ross, 1995). Ces lésions sont le résultat d'une série 

d'événements cellulaires et moléculaires impliquant les macrophages dérivés des monocytes 

(MDMs), les lymphocytes T, les cellules endothéliales, et les CMLs (Ross, 1993a). L'interaction 

entre ces cellules entraîne une réponse inflammatoire et fibro-proliférative massive responsable de 

la protubérance de la lésion dans la lumière vasculaire de l'artère affectée, compromettant la 
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circulation sanguine et, par conséquent, l'apport d'oxygène dans les régions environnantes (Ross, 

1995). 

Une des caractéristiques essentielles de l'athérosclérose est sa topographie focale, les lésions 

athérosclérotiques se développant sur des sites vasculaires spécifiques aussi bien chez les humains 

que chez les animaux (Stary et coll., 1992;Schwartz et coll., 1993). Les lésions d'athérosclérose sont 

communément rencontrées dans les zones artérielles exposées au stress mécanique secondaire aux 

fluctuations hémodynamiques (diminution ou reflux de la circulation sanguine) et/ou aux variations 

du tonus vasculaire: origine des branches, courbures et bifurcations artérielles (Cornhill et coll., 

1985; Wissler et coll., 1983). Les sites de prédilection des lésions sont la partie inférieure de l'aorte 

descendante, les grosses branches de la crosse aortique, les carotides internes, les artères cérébrales, 

les artères coronariennes, et les artères des membres inférieurs (Campbell et Campbell, 1994). Ces 

différents sites sont caractérisés par 1) une perméabilité accrue de l'endothélium aux protéines 

plasmatiques telles que l'albumine, le fibrinogène, et le LDL-cholestérol (Schwartz et coll., 1993), 

2) un taux de renouvellement accru des cellules endothéliales et des CMLs, et 3) un contenu élevé 

de macrophages dans l'intima (Stary et coll., 1992). Lorsque les lipoprotéines athérogéniques 

excèdent un certain niveau plasmatique, le stress mécanique présent au niveau de ces sites peut 

augmenter leur infiltration dans la paroi artérielle et ainsi conduire à la formation des lésions 

précoces (Massy et Keane, 1996). Toutefois, en présence d'une hypercholestérolémie sévère, presque 

toutes les régions de l'aorte et les petites artères peuvent développer des lésions athérosclérotiques 

avancées (Stary et coll., 1992). 
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Le processus athérogénique commence tôt dans la vie. Au cours de la première décennie de 

la vie, plus de 10% de la surface intimale aortique peut présenter des stries lipidiques. Certaines de 

ces lésions peuvent disparaître ou ne pas évoluer, alors que d'autres peuvent progresser vers des 

lésions avancées vers l'âge de 30 à 40 ans (Stary, 1989). Dans ce sens, l'athérosclérose n'est pas une 

maladie dégénérative, inévitable, et associée au vieillissement. La maladie est parfois confondue 

avec le phénomène "d'artériosclérose", soit le durcissement de la paroi artérielle dû au simple 

vieillissement (Jacobot et Robert, 1985). Les modifications de la paroi artérielle dues à l'âge 

apparaissent au cours des trois premières décennies de la vie et démontrent de grandes variations 

inter-individuelles. On considère que ces modifications sont un facteur favorisant des lésions 

d'athérosclérose (Jacobot et Robert, 1985). 

Les interactions cellulaires survenant au cours de la formation et de la progression des lésions 

précoces, la libération de facteurs de croissance et de cytokines par ces cellules, les interactions entre 

les cellules et les substances à la fois promotrices et inhibitrices de la croissance, et les substances 

toxiques sécrétées par ces cellules déterminent l'avenir de la lésion, à savoir sa progression ou sa 

régression (Ross, 1990). Plusieurs études ont démontré une diminution de la progression, voir même 

la régression des lésions athéromateuses, après un traitement avec certains agents hypolipémiants 

tels les inhibiteurs de l'hydroxyl-méthylglutaryl-coenzyme A reductase (Brown, 1993; Levine, 1995). 

Ces données suggèrent que la progression de la lésion peut être arrêtée si on parvient à maîtriser les 

facteurs responsables de la réponse inflammatoire et fibro-proliférative (Ross, 1993a). 
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1.1.2. Facteurs de risque 

On distingue généralement trois groupes de facteurs de risque de l'athérosclérose: les 

facteurs de risque potentiellement réversibles, les facteurs de risque irréversibles, et les "autres" 

facteurs de risque possibles (Shils et coll., 1994). Les principaux facteurs de risque réversibles sont 

les dyslipidémies, le tabagisme, l'hypertension artérielle, le diabète, l'obésité, l'augmentation du taux 

de fibrinogène, l'homocystéinémie, et les facteurs infectieux (Ross, 1986; Schwartz et coll., 1992, 

Colwell et Lopes-Virella, 1988). Les antécédents familiaux de maladie ischémique, l'âge et le sexe 

mâle constituent des facteurs de risque irréversibles (Solberg et Strong, 1983; Parmley, 1998). Parmi 

les autres facteurs de risque, on peut citer l'inactivité physique, l'ossature corporelle, et le stress 

émotif (Slattery et coll., 1989; Lapidus et coll., 1984). Bien que tous les facteurs de risque soient 

importants, nous ne passerons en revue dans cette section que les données récentes de la littérature 

scientifique sur les principaux facteurs de risque de l'athérosclérose. 

1.1.2.1. Les dyslipidémies 

Les principaux syndromes dyslipidémiques sont les hypercholestérolémies, les 

hypertriglycéridémies, l'hyperlipoprotéine (a)-émie, et les déficiences en lipoprotéines de haute 

densité (HDL). 

- Les hypercholestérolémies: 

Les principaux types d'hypercholestérolémie sont l'hypercholestérolémie familiale, les 

hypercholestérolémies polygéniques, l'hyperlipidémie familiale combinée, et les 

hypercholestérolémies secondaires. Alors que les hypercholestérolémies secondaires peuvent être 



7 

causées par de nombreuses pathologies incluant le diabète, l'hypothyroïdie, l'obstruction biliaire, 

le syndrome néphrotique, et les glycogénoses (Tan et coll., 1999; Tanis et coll., 1996; Tsukahara et 

coll., 1997; Parl et coll., 1975; Liang et coll., 1997; Levy et coll., 1993), les autres formes de 

dyslipidémie peuvent être causées par plusieurs anomalies incluant un défaut génétique 

(hypercholestérolémie familiale) ou acquis au niveau des récepteurs hépatiques membranaires des 

LDL (récepteurs d'apolipoprotéines (apo) B, E), une mutation sur le gène de l'apo B (Genest Jr et 

coll., 1992; Lala et coll., 1998) et une sécrétion hépatique accrue de lipoprotéines de très basse 

densité (VLDL) (Cummings et coll., 1995; Wilson et coll., 1992). L'altération de la captation des 

LDL induit une accumulation de ces lipoprotéines dans le sang et leur infiltration dans la paroi 

artérielle (Young et Parthasarathy, 1994). L'hypercholestérolémie familiale, avec une prévalence 

de 0.5%, est une des plus fréquentes maladies héréditaires du métabolisme (Genest Jr et coll., 1992). 

Deux formes de cette pathologie existe: l'hypercholestérolémie pure (type Ha de la classification 

des hyperlipoprotéinémies) caractérisée par une concentration élevée de LDL plasmatiques, et 

l'hypercholestérolémie s'accompagnant d'une hypertriglycéridémie modérée (type IIb). Sur le plan 

évolutif, l'hypercholestérolémie familiale est caractérisée par la fréquence élevée des lésions 

d'athérosclérose, surtout coronarienne. De nombreuses évidences indiquent que le processus 

athérosclérotique débute dès l'enfance dans l'hypercholestérolémie familiale (Kawagushi et coll., 

1999; Lambert et coll., 1996). Les infarctus du myocarde s'observent avant l'âge de 20 ans chez les 

sujets homozygotes et, en général entre 30 et 50 ans chez les sujets hétérozygotes (Genest Jr et coll., 

1992; Tonstad et coll., 1996; Golstein et coll., 1973). Les hypercholestérolémies polygéniques 

regroupent des formes d'hypercholestérolémie où interviennent des facteurs génétiques et des 

facteurs nutritionnels. 	Comme dans le cas de l'hypercholestérolémie familiale, les 
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hypercholestérolémies polygéniques peuvent être pures ou s'accompagner d'hypertriglycéridémie 

modérée. Le risque de maladies cardio-vasculaires (MCV) dans les hypercholestérolémies 

polygéniques est lié au degré d'hypercholestérolémie (Lala et coll., 1998). L'hyperlipidémie 

familiale combinée représente quant à elle une forme fréquente de dyslipidémie. On estime que cette 

maladie est trois fois plus fréquente que l'hypercholestérolémie familiale monogénique et le risque 

de MCV y est très élevé. Très souvent, l'hyperlipidémie familiale combinée se manifeste sous forme 

d'une hyperlipidémie mixte, avec une augmentation modérée du cholestérol et des triglycérides 

(Golstein et coll., 1973; Jongkind et coll., 1995). 

- Les hypertriglycéridémies: 

Sous ce terme, on regroupe les formes de dyslipidémie caractérisées par une augmentation 

des niveaux de triglycérides sanguins. Les principales formes d'hypertriglycéridémie sont les 

hypertriglycéridémies familiales pures (hyperlipidémies de type IV), l'hyperlipidémie familiale 

combinée, la dyslipidémie familiale de type III (due à la présence dans le sang de grandes quantités 

de lipoprotéines intermédiaires), les hyperlipidémies majeures de type V (due à la présence dans le 

sang de chylomicrons, de remnants, et de grandes quantités de VLDL), et l'hyperchylomicronémie 

(Betteridge et coll., 1993). La chylomicronémie est une maladie exceptionnelle qui se caractérise 

par l'accumulation des VLDL et des chylomicrons dans la circulation (Brunzell et coll., 1995). Le 

syndrome de chylomicronémie est induit soit par des anomalies génétiques de la lipoprotéine lipase 

(LPL), l'enzyme majeure de l'hydrolyse des triglycérides des VLDL et des chylomicrons, ou de son 

cofacteur, l'apolipoprotéine CII (apoCII) (Brunzell, 1995), soit par de nombreuses causes 

secondaires incluant l'obésité, le diabète sucré, l'alcool, et les maladies rénales (Murthy et coll., 
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1996). L'homozygotie pour la déficience en LPL ne s'accompagne pas classiquement de 

complications athéromateuses cardio-vasculaires (Foubert et coll., 1996). L'état hétérozygote, avec 

une activité de LPL réduite, est associé à une dyslipidémie modérée au profil athérogène caractérisée 

notamment par la présence de particules de LDL denses et des niveaux réduits de HDL-cholestérol 

(Hokanson et coll., 1999; Foubert et coll., 1994). La susceptibilité accrue à l'oxydation des 

particules riches en triglycérides par suite de leur élimination ralentie pourrait accroître le risque de 

MCV chez les patients hétérozygotes pour le déficit en LPL (Benlian et coll., 1996). 

L'hypothèse selon laquelle des concentrations plasmatiques élevées de triglycérides 

constituent un facteur de risque d'athérosclérose continue de faire l'objet de nombreuses discussions. 

Des études épidémiologiques réalisées au cours des dernières décennies ont montré une association 

entre les triglycérides plasmatiques et les MCV; toutefois, cette association ne demeure pas 

significative après ajustement pour les autres lipides plasmatiques, principalement le HDL-

cholestérol (Austin, 1991). Très récemment, une méta-analyse par Austin et Hokanson (1998) 

comprenant uniquement des études prospectives de cohorte a montré que l'hypertriglycéridémie 

constitue un facteur de risque indépendant des MCV. En effet, les auteurs ont observé que 

l'augmentation des niveaux plasmatiques de triglycérides est associée à une augmentation du risque 

de MCV de 31% chez les hommes et de 76% chez les femmes. Après ajustement pour le HDL-

cholestérol et les autres facteurs de risque, ces risques ont été réduit à 15% chez les hommes et à 

37% chez les femmes, mais sont demeurés statistiquement significatifs (Austin et Hokanson, 1998). 

Sur le plan clinique, plusieurs études ont montré l'existence d'une association d'une part entre la 

présence ou la sévérité des MCV et les concentrations élevées de lipoprotéines riches en triglycérides 
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(Tatami et coll., 1981; Barbir et coll., 1988; Karpe et coll., 1994; Weintraub et coll., 1996) et d'autre 

part entre la présence de lipoprotéines riches en triglycérides et la progression angiographique des 

MCV (Watts et coll., 1993; Phillips et coll., 1993; Hodis et coll., 1994, Mack et coll., 1996). Malgré 

ces différentes données, de nombreux chercheurs soutiennent que les triglycérides ne représentent 

pas un facteur de risque indépendant des MCV. Par exemple, Faergerman (1998) avance que la• 

majeure partie des triglycérides plasmatiques se retrouve dans les chylomicrons et les VLDL larges 

qui ne peuvent pas traverser l'endothélium vasculaire. Pourtant, des études animales ont démontré 

que les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) et les résidus de chylomicrons peuvent pénétrer 

dans la paroi artérielle, la taille des particules déterminant le taux d'infiltration (Zilversmit, 1995). 

Il est important de mentionner ici que la liaison des VLDL et des chylomicrons à la LPL fixée sur 

l'endothélium vasculaire est suivie de la lipolyse des triglycérides et d'échanges de lipides et de 

protéines, mécanismes par lesquels ces particules diminuent de taille et acquièrent des esters de 

cholestérol. Il est possible que les acides gras libérés par l'action hydrolytique de la LPL puissent 

endommager l'endothélium vasculaire et initier des événements thrombotiques (Zilversmit, 1995). 

Par ailleurs, Grundy et Vega (1992) ont rapporté que l'hypertriglycéridémie peut stimuler la 

thrombogenèse par l'augmentation des niveaux plasmatiques de fibrinogène et de facteurs VII et X. 

- L'hyper-lipoprotéine (a)-émie: 

Des niveaux plasmatiques élevés de lipoprotéine (a) Lp(a) constituent un facteur de risque 

indépendant de l'athérosclérose (Kronenberg, 1997; Saito et coll., 1997; Rand et coll., 1998). La 

concentration plasmatique de Lp(a) est déterminée génétiquement et varie considérablement d'un 

sujet à l'autre, allant de traces à plus de 1 g/1 (Hajjar et coll., 1989; Emmerich et Verges, 1992; Saito 
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et coll., 1997). On considère que 20% de la population humaine présentent un niveau plasmatique 

de Lp(a) supérieure à 0.30 g/1, ce qui représente un risque de MCV deux fois plus élevé que la 

normale (Hajjar et coll., 1989). La Lp(a) est une lipoprotéine semblable à la LDL mais différente 

de celle-ci par la présence d'une molécule d'apolipoprotéine (a) (apo(a)) fixée par une liaison 

covalente à l'apo B-100 de la particule de LDL (Kronenberg, 1997). La littérature rapporte 

actuellement 26 phénotypes différents de l'apo(a) (Saku et coll., 1999). Les patients souffrant 

d'infarctus du myocarde présentent des niveaux accrus de Lp(a) avec un pourcentage élevé 

d'isoformes de l'apo(a) de petite taille. À l'opposé, les sujets avec des niveaux réduits de Lp(a) ont 

une forte proportion d'isoformes de l'apo(a) de grande taille (Saku et coll., 1999). La petite taille 

de l'apo(a) pourrait donc contribuer aux niveaux élevés de Lp(a) chez certains patients et pourrait 

constituer un facteur de prédiction de la survenue de MCV (Gazzaruso et coll., 1999; Saku et coll., 

1999). L'apo (a) a une forte homologie de structure avec le plasminogène, le précurseur de la 

plasmine. Cette homologie de structure confère à la Lp(a) la capacité de se lier à la fibrine et aux 

protéines membranaires des cellules endothéliales et des monocytes, et de ce fait d'inhiber par un 

mécanisme de compétition la liaison du plasminogène et la formation de plasmine (Couderc et 

Maachi, 1998; Lawn, 1998). L'inhibition de la production de plasmine et l'accumulation de la Lp(a) 

à la surface de la fibrine et des membranes cellulaires favorise le dépôt de fibrine et de cholestérol 

dans la paroi vasculaire (Stein et Rosenson, 1997; Romanic et coll., 1998). Il a été en outre rapporté 

que l'inhibition de la production de plasmine par la Lp(a) réduit l'activation du "transforming growth 

factor bête (TGFP) et stimule, par conséquent, la migration et à la prolifération des CMLs dans 

l'intima (Grainger et coll., 1993). Takami et coll. (1998) ont aussi suggéré que la diminution des 

niveaux de TGFP actif soit à l'origine de l'augmentation de l'expression de la molécule d'adhésion 
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intercellulaire -1 (ICAM-1) à la surface de l'endothélium vasculaire (Takami et coll., 1998). Une 

étude récente par Morishita et coll. (1998) a démontré par ailleurs que la Lp(a) peut stimuler la 

prolifération des CMLs via un mécanisme indépendant de l'inhibition de l'activité du TGF[3. Les 

autres effets proathérogéniques de la Lp(a) incluent l'augmentation de l'expression de l'ICAM-1 et 

de la molécule d'adhésion vasculaire-1 (VCAM-1) à la surface des cellules endothéliales, la• 

stimulation de l'infiltration des monocytes circulants dans la paroi artérielle par l'induction de la 

production par les cellules endothéliales d'une activité chimiotactique des monocytes, et la 

stimulation de la formation de cellules spumeuses (Allen et coll., 1998, Tanaka et coll., 1998; 

Nielsen et coll., 1998). 

- Les déficiences en HDL: 

De nombreuses études épidémiologiques et cliniques ont montré une association entre des 

taux plasmatiques diminués de HDL-cholestérol et l'augmentation du risque de MCV (Gordon, 

1989; Brown, 1990). On distingue deux types de déficiences en HDL: les déficiences primaires et 

les déficiences secondaires. Les déficiences primaires en HDL, connues sous le terme 

d'hypoalphalipoprotéinémies familiales, peuvent avoir diverses causes génétiques telles qu'une 

déficience en apo AI ou en "lecithin-cholesterol-acyl transferase" (LCAT) (Kuivenhoven et coll., 

1997). Les hypertriglycéridémies, le diabète de type II, l'obésité et certains traitements peuvent 

causer des déficiences secondaires en HDL (Betteridge et coll., 1992). Les HDL peuvent exercer 

un effet protecteur contre l'athérosclérose par plusieurs mécanismes incluant la stimulation de 

l'efflux cellulaire du cholestérol au stade initial du transport inverse de cholestérol (Barter et coll., 

1996), l'inhibition de l'expression des molécules d'adhésion à la surface des cellules endothéliales 
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(Cockerill et coll., 1995), et la protection des LDL contre l'oxydation (Parthasarathy et coll., 1990). 

Il a été démontré que les HDL exercent ce dernier effet grâce à deux enzymes associées à la 

molécule: le "platelet activating factor acetylhydrolase" et la "paraoxonase" (Stafforini et coll., 1993; 

Mackness et coll., 1991; Watson et coll., 1995; Watson et coll., 1994). 

1.1.2.2. L'hypertension artérielle 

L'hypertension artérielle, en plus de constituer un facteur de risque important de 

l'athérosclérose, est aussi responsable d'autres complications vasculaires graves telles que 

l'insuffisance rénale, l'hypertrophie ventriculaire gauche, et les accidents hémorragiques cérébraux 

(Zanchetti, 1992). L'association entre l'hypertension et les MCV est un processus complexe incluant 

divers autres facteurs outre l'augmentation des valeurs de la pression artérielle. En effet, la seule 

réduction de la pression artérielle n'inverse pas complètement l'augmentation du risque de MCV 

relié à l'hypertension artérielle (Lembo et coll., 1998). Divers mécanismes physiologiques 

responsables de l'effet délétère de l'hypertension sur le développement de l'athérosclérose ont été 

documentés. L'hypertension est associée à une diminution de la sécrétion du monoxyde d'azote 

(NO) dans la paroi artérielle; un gaz assurant plusieurs fonctions importantes dans la paroi artérielle 

incluant le contrôle de la vasodilatation, l'inhibition de l'agrégation des plaquettes, de l'expression 

des molécules d'adhésion à la surface de l'endothélium, et de la prolifération des CMLs. Cette 

diminution peut être consécutive à un défaut de synthèse ou à une dégradation oxydative excessive 

du NO (Cannon, 1998). Le stress hémodynamique associé à l'hypertension artérielle contribue en 

outre au recrutement des monocytes dans la paroi artérielle en induisant la production de la protéine 

chimiotactique des monocytes (MCP-1) par les CMLs (Capers et coll., 1997). Par ailleurs, 
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l'activation des leucocytes périphériques polymorphonucléés a été documentée dans l'hypertension, 

suggérant que ces cellules puissent endommager l'endothélium vasculaire par la relâche de diverses 

enzymes protéolytiques et d'espèces radicalaires oxygénées (Kristal et coll., 1998). 

1.1.2.3. Le tabagisme 

Le tabagisme est un facteur de risque indépendant de l'athérosclérose (Ross, 1986). 

L'association du tabagisme avec d'autres facteurs de risque tels la dyslipidémie ou l'hypertension 

artérielle, augmente en outre considérablement le risque associé à ces derniers facteurs (Wilhelmsen, 

1988). Les effets physiopathologiques du tabagisme susceptibles de promouvoir l'athérosclérose 

sont nombreux et incluent notamment l'augmentation des niveaux de thromboxane, la diminution 

des niveaux de prostacycline, l'hypercoagulabité, l'activation des plaquettes, le dommage 

endothélial, et l'augmentation de l'adhésion des monocytes à l'endothelium (Lehr, 1993; Dovgan 

et coll., 1994). 

1.1.2.4. Le diabète 

Les complications athéromateuses sont particulièrement fréquentes chez les sujets 

diabétiques. En effet, tous les facteurs de risque majeurs de MCV tels que l'hypertension artérielle, 

les anomalies du métabolisme lipidique et l'obésité centrale sont rencontrés avec une grande 

fréquence chez ces patients (De Fronzo et Ferrannini, 1991). La déficience en HDL, rencontrée chez 

le diabétique de type II, constitue également un facteur de risque indépendant de MCV (Stary et coll., 

1992). Actuellement, l'hyperinsulinémie, conséquence de l'insulinorésistance, est considérée 

comme un des facteurs majeurs responsables du risque élevé de maladies ischémiques des 
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diabétiques de type II (De Fronzo et Ferrannini, 1991; Hsueh et coll., 1998). L'hyperinsulinémie 

peut contribuer à la pathogenèse de l'athérosclérose par plusieurs mécanismes incluant l'altération 

de la fonction endothéliale (Hsueh et coll., 1998; Cleland, 1998), la stimulation de la synthèse 

cellulaire de cholestérol (Griffin et coll., 1998), l'inhibition de la fibrinolyse consécutive à une 

augmentation des niveaux de l'inhibiteur de l'activateur du plasminogène (PAI-1) (Sobel et coll.,• 

1998; Schneider et coll., 1998), la stimulation de la migration et de la prolifération des CMLs (Stout, 

1990; Goalstone et coll.; 1998), l'augmentation des niveaux de triglycérides plasmatiques et la 

diminution des niveaux des HDL (Reaven, 1988), et la stimulation de la liaison des LDL aux 

monocytes/macrophages et aux CMLs (Stout, 1990). 

1.1.2.5. L'obésité 

Plusieurs études ont démontré que l'obésité, définie comme un indice de masse corporelle 

égal ou supérieur à 30 kg/m2  , est associée à une augmentation exponentielle des complications 

cardio-vasculaires (Hauner, 1995). L'effet de l'obésité est médié essentiellement par l'induction des 

facteurs de risque tels que les dyslipidémies, l'hypertension, et le diabète de type 2 (De Fronzo et 

Ferrannini, 1991; Hauner, 1995; Lamarche et Lewis, 1998). De nos jours, on considère que la 

localisation de la graisse corporelle, plutôt que la masse de tissu adipeux en soi, est plus importante 

pour la détermination du risque de développement des complications vasculaires. C'est ainsi que 

l'obésité abdominale, encore appelée obésité viscérale ou androïde, est considérée comme un facteur 

de risque des anomalies métaboliques, de l'hypertension, et des MCV, indépendamment du poids 

corporel (De Fronzo et Ferrannini, 1991; Hauner, 1995; Lamarche et Lewis, 1998). 
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1.1.2.6. Le fibrinogène 

Des niveaux élevés de fibrinogène plasmatique constituent un facteur de risque de 

développement de maladies coronariennes (Yarnell, 1991; Kannel et coll., 1987). Alors que les 

niveaux normaux de fibrinogène plasmatique varient entre 220 à 280 mg/dl, des niveaux pouvant 

atteindre 500 mg/dl sont rencontrés chez les patients souffrant d'athérosclérose (Kovacs et coll., 

1992). Le fibrinogène plasmatique peut contribuer au développement de l'athérosclérose par 

plusieurs mécanismes. Par exemple, il a été démontré que l'interaction du .fibrinogène avec la 

surface des monocytes via des récepteurs spécifiques et les molécules CD11/CD18 (Altieri et coll., 

1986; Trezzini et coll., 1988; Wright et coll., 1988) entraîne une activation de la fonction 

monocytaire. Celle-ci est traduite par la production d'espèces radicalaires oxygénées (Trezzini et 

coll., 1989) ou l'agrégation des leucocytes (Berliner et coll., 1987). De plus, l'interaction du 

fibrinogène avec les intégrines peut augmenter l'adhésion des monocytes à l'endothélium vasculaire 

(Duplàa et coll., 1993). Le fibrinogène peut aussi avoir des propriétés athérogéniques dans l'intima. 

En effet, la lyse du fibrinogène de l'intima peut conduire à la production de peptides possédant des 

propriétés mitogéniques et chimiotactiques pour les CMLs (Smith et coll., 1990). 

1.1.2.7. L'homocystéinémie 

Les concentrations plasmatiques normales d'homocystéine varient entre 5 et 10 umo1/1 

(Ueland et coll., 1993). Cependant, des niveaux aussi élevés que 500 i_irno1/1 sont rencontrés chez 

les patients présentant une athérosclérose sévère (Rosenblatt, 1995; Brattsrom et coll., 1988). Cette 

dernière observation suggère l'existence d'une forte corrélation entre des taux élevés d'homocystéine 

plasmatique et l'incidence des maladies vasculaires (Stampfer et coll., 1992; Malinow et coll., 1995; 
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Bouchey et coll., 1995). Les mécanismes par lesquels l'homocystéine pourrait favoriser la formation 

de la plaque athéromateuse ont fait l'objet de plusieurs études. Ainsi, il a été démontré que 

l'homocystéine 1) dénude l'endothélium vasculaire in vivo (Harker et coll., 1974; Harker et coll., 

1976), 2) a un effet cytotoxique envers les cellules endothéliales (Wall et coll., 1980), 3) stimule 

l'oxydation des LDL (Parthasarathy, 1987; Heinecke et coll., 1993), et 4) est impliquée dans la 

formation de radicaux libres (Olszweski et McCully, 1993). Récemment, Majors et coll. (1997) ont 

montré que l'hyperhomocystéinémie peut également contribuer à la formation de la plaque 

athéromateuse par la stimulation de la prolifération des CMLs et de la production du collagène par 

ces cellules. 

L1.2.8. Les facteurs infectieux 

La contribution des facteurs infectieux dans la pathogénie de l'athérosclérose a reçu une 

attention particulière depuis que Fabricant et coll. (1978) ont démontré que des poussins infectés par 

le virus de l'herpès développent des lésions vasculaires évoquant l'athérosclérose humaine. 

Aujourd'hui, un grand nombre d'agents infectieux sont impliqués dans l'athérosclérose humaine, 

particulièrement Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori, les virus de l'herpès, et le 

cytomegalovirus (CMV) (Mattila, 1989; Mattila et coll., 1993; Woodhouse et coll., 1994; Kuo et 

coll., 1995; Neito et coll., 1996; Chiu et coll., 1997; Maass et coll., 1998). Selon Mehta et coll. 

(1998), Chlamydia pneumoniae est l'organisme pathogène le plus associé à l'athérosclérose. En 

effet, l'association entre Chlamydia pneumoniae et l'athérosclérose coronarienne telle que démontrée 

par immunocytochimie est d'environ 70 à 100% (Mehta et coll., 1998). 
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Les agents pathogènes peuvent contribuer au développement de l'athérosclérose par plusieurs 

mécanismes incluant la sécrétion de cytokines tels le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFcc), 

interleukin -1 (IL-1), et interleukin-6 (IL-6)) (Melnick et coll., 1994; Geist et Dai, 1996; Rasmussen 

et coll., 1997) et l'action de la lipopolysaccharide (LPS) présente dans leurs membranes. Comme 

nous le verrons plus tard, les cytokines libérées par les facteurs infectieux peuvent avoir une variété 

d'actions, notamment l'induction de la production par les leucocytes d'espèces radicalaires 

oxygénées susceptibles de stimuler l'oxydation des LDL et l'activation des plaquettes, la stimulation 

de la prolifération des fibroblastes et des CMLs, et la stimulation de la thrombogenèse (Steinberg 

et coll., 1989; Ross, 1993a; Mehta et coll., 1998). Pour ce qui est de la LPS, Baumberger et coll. 

(1991) ont démontré qu'elle se lie aux LDL-cholestérol et les rend immunogéniques ou toxiques 

pour les cellules endothéliales. De plus, la LPS stimule l'activité de la NO synthase, ce qui aboutit 

à la formation d'une importante quantité de NO (Mehta et coll., 1998). Lorsque présent dans le 

milieu, l'anion superoxide peut interagir avec le NO et la formation subséquente du radical 

peroxynitrite peut causer une dysfonction endothéliale ou une rupture de la continuité endothéliale 

(Moncada et coll., 1991). 

Il est important de souligner que, malgré les différentes données démontrant l'existence d'une 

association entre la présence des facteurs infectieux et l'athérosclérose, l'absence de relation de 

cause à effet ne permet pas encore de conclure à un rôle étiologique de ces agents dans la pathogénie 

de l'athérosclérose (Nicholson et Hajjar, 1998; Mehta et coll., 1998). 
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1.1.3. Structure et biologie de la paroi artérielle 

1.1.3.1. Structure de la paroi artérielle 

La paroi de l'artère est composée de trois parties: l'intima, la média et l'adventice. Deux 

membranes plus ou moins bien individualisées, les limitantes élastiques interne et externe, séparent 

ces trois composantes (Glacov et coll., 1990, Badimon et coll., 1993). 

L'intima est la partie la plus interne de la paroi artérielle. Elle est composée des structures 

suivantes: 1) une couche de cellules endothéliales, l'endothélium, situées à l'interface entre le 

compartiment sanguin et la paroi vasculaire, 2) une membrane basale mince et discontinue sur 

laquelle repose l'endothélium, et 3) une couche sous-endothéliale composée de collagène, de fibres 

d'élastine, de CMLs isolées, et de quelques fibroblastes. La couche sous-endothéliale est souvent 

présente uniquement dans les gros vaisseaux telle que l'aorte alors que, dans la majorité d'autres 

vaisseaux sanguins, l'intima n'est formée que de l'endothélium et de la membrane basale (Badimon 

et coll., 1993). L'épaisseur de la couche sous-endothéliale varie selon l'âge du tissu: très mince et 

dépourvue de cellules chez le nouveau-né, elle s'épaissit au cours du vieillissement artériel par 

l'acquisition de tissu conjonctif C'est au niveau de l'espace sous-endothélial que se développe 

initialement la lésion athéromateuse (Stary, 1992). 

La média est la partie la plus épaisse de la paroi artérielle. Composée uniquement de CMLs, 

elle est séparée de l'intima et de l'adventice par les limitantes élastiques interne et externe, 

respectivement. La présence de petits orifices dans la membrane élastique interne permet l'échange 

de cellules et de molécules entre l'intima et la média (Glacov et coll., 1990, Badimon et coll., 1993). 
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Séparée de la média par la limitante élastique externe, l'adventice est la partie la plus externe 

de la paroi artérielle. Elle constitue une gaine de tissu conjonctif lâche qui entoure l'artère et la relie 

aux organes voisins. L'adventice est traversée par les vaisseaux sanguins nourriciers (le vasa 

vasorum) des CMLs, les lymphatiques et les filets du système nerveux autonome. On y retrouve 

essentiellement des fibroblastes (Robert, 1992). 

1.1.3.2. Les cellules de la lésion athéromateuse 

1.1.3.2.1. L'endothélium 

En plus de constituer une barrière entre le sang et les structures de la paroi artérielle, 

l'endothélium assure diverses fonctions incluant: 

1. la régulation du transport des solutés et des macro-molécules à travers la paroi vasculaire; 

2. le contrôle du tonus vasculaire par la relâche de substances vasodilatrices telles que le NO, la 

prostacycline (PGI,), et de substances vasoconstrictrices telles que l'endothéline et langiotensine-

11  

3. le contrôle de la croissance des cellules vasculaires par la synthèse de divers facteurs de croissance 

tels que le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le facteur de croissance des 

fibroblastes (FGF); 

4. la formation et le maintien de la matrice du tissu conjonctif, incluant la membrane basale sur 

laquelle il repose, le collagène, les fibres élastiques, et les protéoglycans; 

5. la fonction immune par la synthèse et la sécrétion de cytokines telles que le TNFOE et 1'IL-1; 

6. le maintien d'une surface antithrombotique par la formation des molécules telles que l'ecto-

adénosine diphosphatase, le NO, et la PGI2; 
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7. l'équilibre entre les activités anticoagulantes et procoagulantes par la formation des substances 

telles que les héparans sulfate, le NO, l'inhibiteur de PAI-1, la PGI2, l'inhibiteur du facteur 

tissulaire, l'activateur du plasminogène, et l'urokinase (Ross, 1995; Massy et Keane, 1996). 

L'altération d'une ou de plusieurs fonctions de l'endothélium, par des mécanismes très• 

divers, est considérée comme l'un des processus initiaux de l'athérogenèse (Ross, 1995). 

L'augmentation de la perméabilité de l'endothélium est l'un des premiers événements observés dans 

l'athérogenèse. On observe, dans ce cas, un transport accru par l'endothélium d'une grande quantité 

de lipoprotéines athérogéniques dans l'espace sous-endothélial de l'intima (Simionescu et coll., 

1986). Au cours de ce transport, l'endothélium peut modifier les LDL par oxydation ou glycation 

(Steinberg, 1991). En revanche, les LDL-oxydées peuvent agir sur l'endothélium et induire 

l'expression de molécules chimiotactiques, de molécules d'adhésion, de facteurs de croissance, et 

de cytokines qui vont contribuer à la progression du processus athérosclérotique (Ross, 1995). 

1.1.3.2.2. Les cellules musculaires lisses 

Situées dans la média, les CMLs représentent le type cellulaire prédominant de la paroi 

artérielle normale. En maintenant leur attachement aux cellules voisines et à la matrice du tissu 

conjonctif, les CMLs assurent le tonus vasculaire. Avec le vieillissement artériel, il se produit un 

épaississement graduel de l'intima de la paroi artérielle, et des CMLs isolées peuvent alors y 

apparaître. C'est au niveau de ces régions que se développe la lésion athéromateuse (Ross, 1995). 
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On distingue deux phénotypes de CMLs: les cellules contractiles (dans la média 

essentiellement), et les cellules sécrétrices (Stary et coll., 1992). Lorsque les CMLs sont dans le 

phénotype contractile, elles répondent aux agents tels que l'endothéline, le NO, la PGI2, l'ANG-II, 

et les leukotriènes qui induisent la vasodilatation ou la vasoconstriction. Les cellules sécrétrices sont 

pour leur part capables d'exprimer des gènes pour un certain nombre de facteurs de croissance et 

peuvent synthétiser divers constituants de la matrice extracellulaire (Ross, 1990). Au cours de 

l'athérosclérose, l'événement initial marquant la fibroprolifération est le changement du phénotype 

des CMLs de la région située à proximité de l'intima de cellules contractiles en cellules sécrétrices 

(Pardee, 1989). Ces changements peuvent être dus à l'expression de molécules d'adhésion 

spécifiques de la famille des intégrines à la surface des CMLs (Campbell et coll., 1988, Thyberg et 

coll., 1990). En fait, les CMLs de la lésion athéromateuse contiennent les intégrines a2 P1 qui sont 

aussi rencontrées dans les CMLs embryonnaires humaines (Raines et Ross, 1993). Il a été démontré 

que les cellules exprimant les intégrines a2 P1 ont la capacité de se lier au collagène et à la 

fibronectine (Skinner et coll., 1994). La première action des CMLs ayant acquis le phénotype de 

cellules sécrétrices est de migrer dans l'intima à travers la limitante élastique interne en réponse aux 

substances chimiotactiques tel que le PDGF sécrété par les cellules endothéliales et les macrophages 

(Raines et Ross, 1993). Le PDGF peut aussi stimuler la prolifération des CMLs dans l'intima. Les 

CMLs peuvent aussi être la source d'une série de facteurs de croissance incluant le PDGF, le 

"monocyte-colony stimulating factor (M-CSF), le TGFP, et "l'heparin-binding epidermal growth 

factor" (HB-EGF) (Ross, 1995). Lorsque les gènes pour ces facteurs de croissance sont induits par 

divers agents, les CMLs peuvent activer les cellules environnantes d'une manière paracrine et 

s'activer elles-mêmes de façon autocrine (Libby et coll., 1988; Sjôlund et coll., 1988). De plus, les 
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CMLs peuvent aussi contribuer à l'oxydation des LDL présentes dans la paroi artérielle par la 

production de l'anion superoxyde (Sigal et coll., 1994). 

1.1.3.2.3. Les monocytes/macrophages 

Comme dans de nombreux tissus, les macrophages peuvent apparaître dans l'intima de la 

paroi artérielle normale sous forme de cellules isolées. Leur présence dans l'intima augmente avec 

l'âge et se stabilise normalement au début de l'âge adulte (Stary et coll., 1992; Ross, 1993). Les 

régions de l'intima présentant un épaississement excentrique contiennent trois fois plus de 

macrophages que les segments artériels voisins (Stary et coll., 1992). La présence de monocytes 

dans l'intima est considérée comme un des événements précoces de l'athérogenèse (Schwartz et 

coll., 1991). Par leur capacité à capter les LDL-oxydées via les récepteurs "scavenger" qui ne sont 

pas régulés par la concentration intra-cellulaire de cholestérol, les MDMs représentent la principale 

source de cellules spumeuses de la lésion athéromateuse (Badimon et coll., 1993). 

1.1.3.2.4. Les lymphocytes T 

De nombreuses études ont démontré la présence de lymphocytes T dans la lésion 

athéromateuse, suggérant que ces cellules puissent représenter une composante de la réponse 

immunitaire impliquée dans l'athérogenèse (Hansson et coll., 1989; Munro et coll., 1987; Jonasson 

et coll., 1986). On retrouve aussi bien les cellules CDeque les cellules CD8+  dans la lésion (Libby 

et Hansson, 1991). Au cours de l'athérosclérose, la prolifération des lymphocytes est stimulée par 

l'interleukin-2 (IL-2) sécrétée par les macrophages. Les lymphocytes activés peuvent à leur tour 
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sécréter des cytokines telles que l'interféron-gamma (IFNy), le "granulocyte-macrophage -colony 

stimulating factor" (GM-CSF), et le TNFOE susceptibles d'activer les macrophages (Ross, 1993). 

1.1.3.2.5. Les plaquettes 

Les plaquettes jouent un rôle important dans la pathogenèse des lésions athérosclérotiques. 

Une caractéristique essentielle de la réponse des plaquettes au dommage vasculaire est leur adhésion 

irréversible au site de rupture de la continuité endothéliale entraînant l'exposition des éléments 

normalement présents dans la couche sous-endothéliale (Massy et Keane, 1996; Yarnell et coll., 

1991). Les plaquettes adhèrent alors au collagène ou au facteur von Willebrand par l'intermédiaire 

des glycoprotéines exprimées à leur surface. Très récemment, Barnes et coll. (1998) ont défini le 

mécanisme par lequel la plaquette interagit avec le collagène. Cette interaction implique initialement 

la reconnaissance de séquences spécifiques du collagène par le récepteur plaquettaire a2P1. La 

reconnaissance subséquente des séquences Gly-pro-Hyp du collagène par un deuxième récepteur 

plaquettaire, la glycoprotéine VI, conduit à une série d'événements aboutissant à l'activation et à 

l'agrégation de la plaquette (Barnes et coll., 1998). Les plaquettes activées sont la source de 

substances vasoconstrictrices telle que la thromboxane A2  et de plusieurs facteurs de croissance 

incluant le PDGF, le FGF, le TGF-I3, "l'insulin-like growth factor-1" (IGF-I) et le "platelet-derived 

endothelial cell growth factor "(PD-ECGF). Ces différents facteurs de croissance augmentent la 

réponse proliférative de la paroi vasculaire (Loscalzo, 1992). 
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1.1.4. Stades de l'athérosclérose 

Les lésions de l'athérosclérose peuvent être divisées en trois catégories: la strie lipidique, la 

lésion intermédiaire ou pré-athérome, et la plaque fibreuse ou lésion avancée de l'athérosclérose. 

1.1.4.1. La strie lipidique 

La strie lipidique représente la lésion athéromateuse à son stade précoce (Berliner et coll., 

1995). Elle est composée de cellules spumeuses, d'un nombre variable de lymphocytes T et de 

CMLs, et d'une faible quantité de lipides extra-cellulaires (Stary, 1990; Munro et coll., 1987). Les 

cellules spumeuses représentent la majeure partie de la lésion et occupent deux à six couches de 

l'intima. Elles donnent à la lésion une coloration jaunâtre, d'où l'origine du terme "strie lipidique" 

(Ross, 1995). 

La formation de la strie lipidique commence par le transport des LDL dans l'espace sous-

endothélial de la paroi artérielle. On considère que ce processus est directement proportionnel à la 

concentration des lipoprotéines plasmatiques (Young et Parthasarathy, 1995; Schwenke et Carew, 

1989). Il a été démontré que les LDL interagissent d'une manière spécifique avec les composantes 

de la matrice sous-endothéliale (Camejo et coll., 1993). Nivelstein-Post et coll. (1994) ont observé 

que les LDL circulantes traversent l'endothélium intact avant d'être rapidement retenues par les 

fibres de collagène sous-jacentes à l'endothélium. De nombreuses substances provenant des cellules 

de la paroi artérielle, incluant les espèces radicalaires oxygénées, la lipoxygénase, et la 

myéloperoxidase, agissent sur les LDL retenues et initient l'oxydation de ces particules (Witztum 

et Steinberg, 1991; Witztum, 1994; Parthasarathy, 1994; Nagel et coll., 1994; Daugherty et coll., 
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1994). Au cours de l'oxydation des LDL, les acides gras subissent la peroxydation et les aldehydes, 

des produits issus de cette peroxydation, se lient de façon covalente à l'apoB de la particule de LDL 

(Rosenfeld et coll., 1990). 

L'accumulation des LDL dans la paroi vasculaire est suivie du recrutement des leucocytes, 

particulièrement les monocytes et les lymphocytes T, dans l'espace sous-endothélial de la paroi 

artérielle (Massy et Keane, 1996). Ce processus est facilité par les molécules d'adhésion exprimées 

à la surface des monocytes et des cellules endothéliales activées et par les facteurs chimiotactiques 

tel le MCP-1 sécrété par les cellules endothéliales activées. Il est important de souligner que la 

production de MCP-1 par ces cellules est augmentée en présence de LDL minimalement modifiées 

(Navab et coll., 1991). Par ailleurs, les LDL-oxydées induisent l'expression de molécules d'adhésion 

à la surface des cellules endothéliales et stimulent aussi la migration des monocytes dans l'espace 

sous-endothélial (van der Wal et coll., 1992; Autio et coll., 1990). Les LDL glyquées, fréquemment 

rencontrées chez les patients diabétiques, peuvent avoir des effets physiologiques similaires à ceux 

des LDL-oxydées (Massy et Keane, 1996). 

Après leur migration dans l'espace sous-endothélial, les monocytes subissent une activation-

différenciation et se transforment en macrophages (Schwartz, 1989). Les macrophages amplifient 

le signal chimiotactique par la sécrétion du MCP-1, favorisant ainsi le recrutement chronique de 

monocytes dans la paroi artérielle (Cushing et Fogelman, 1992). Étant donné que l'infiltration des 

lipoprotéines dans l'intima peut se poursuivre tant que les niveaux plasmatiques de LDL demeurent 

élevés, les cellules spumeuses peuvent continuer à se former et, par conséquent, contribuer à la 
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progression de la lésion. Plusieurs cellules spumeuses peuvent toucher l'endothélium qui peut alors 

devenir mince et présenter des distorsions et des renflements (Schwartz, 1991). 

En plus des LDL, d'autres lipoprotéines peuvent être impliquées dans le processus 

athérogénique. Ces lipoprotéines incluent les PVLDL et la Lp(a) (Massy et Keane, 1996). Il a été 

démontré que les PVLDL peuvent induire la formation des cellules spumeuses in vitro (Steinberg 

et coll., 1989). Toutefois, il n'existe pas encore d'évidences démontrant un effet des PVLDL sur la 

fonction endothéliale (Massy et Keane, 1996). 

L1.4.2. La lésion intermédiaire ou pré-athérome 

La lésion intermédiaire ou lésion fibro-lipidique représente le deuxième stade de 

l'athérosclérose. Cette lésion comprend plusieurs couches de cellules spumeuses, des lymphocytes 

T, et un nombre variable de CMLs entourées par une matrice conjonctive peu développée et 

constituée de fibres de collagène, de fibres élastiques, et de protéoglycans. Certaines CMLs peuvent 

contenir des gouttelettes lipidiques (Ross, 1995). 

L'équilibre dynamique entre les concentrations de lipoprotéines du plasma et de l'intima, le 

potentiel oxydatif de l'intima, le niveau de recrutement des monocytes dans l'intima, et l'efficacité 

du transport inverse de cholestérol sont des facteurs clés dans la progression de la strie lipidique vers 

la lésion intermédiaire. Toutefois, d'autres processus entrent en ligne de compte dans la progression 

de la lésion, particulièrement la nécrose des cellules spumeuses dans l'intima et la prolifération des 

CMLs (Schwartz et coll., 1991). 
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Lorsque l'infiltration des lipoprotéines et leur modification oxydative subséquente dépasse 

la capacité des macrophages à capter les LDL-oxydées via les récepteurs "scavenger", ces 

lipoprotéines s'accumulent dans l'intima où elles vont favoriser la nécrose des cellules spumeuses 

(Schwartz et coll., 1991). La mort des cellules spumeuses conduit à la libération de leurs lipides 

dans le compartiment extracellulaire et à la formation de "l'atheros", soit la zone de la plaque riche 

en esters de cholestérol.(Schwartz et coll., 1991). Plusieurs hypothèses sont avancées pour expliquer 

la nécrose des cellules spumeuses. Des éléments toxiques présents dans les LDL-oxydées, 

principalement la lysophosphatidylcholine (LysoPC) et les stérols oxydés, peuvent être responsables 

de la nécrose cellulaire (Steinberg et coll., 1996). Très récemment, Tabas (1997) a suggéré que le 

cholestérol libre puisse induire une cytotoxicité pouvant conduire à la nécrose des cellules 

spumeuses. En effet, des études réalisées dans son laboratoire ont démontré qu'un ratio élevé 

cholestérol libre:phospholipides de la membrane cellulaire peut causer la nécrose des cellules 

spumeuses. Normalement, les macrophages répondent à une charge élevée de cholestérol libre par 

une synthèse accrue de phospholipides pour garder le ratio cholestérol libre:phospholipides de la 

cellule au-dessous des niveaux toxiques (Shiratori et coll., 1995). L'incapacité de cellules 

spumeuses de répondre à la charge de cholestérol libre par cette mesure adaptative conduit à la 

cytotoxicité et à la nécrose (Tabas, 1997). 

Sous l'influence de substances chimiotactiques, les CMLs de la média migrent vers l'intima 

où elles vont proliférer sous l'action de mitogènes, notamment le PDGF sécrété par les cellules 

endothéliales, les macrophages, et les CMLs elles-mêmes (Campbell et Campbell, 1994; Badimon 

et coll., 1993). Dans l'intima, les CMLs vont contribuer à la croissance et à la progression de la 
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lésion par la sécrétion d'éléments de la matrice conjonctive dont le collagène, l'élastine, et les 

protéoglycans (Gerrity et Antonov, 1997). 

La migration des CMLs et leur prolifération dans l'intima entraîne un changement dans la 

composition relative des cellules de la lésion athéromateuse. Malgré l'augmentation du nombre des 

CMLs, celui des macrophages et des cellules spumeuses demeure considérable, principalement dans 

les "accotements" de la plaque athéromateuse où le recrutement continu des monocytes semble 

maximal (Schwartz et coll., 1991). À mesure que la lésion progresse, les cellules de la plaque 

subissent un réarrangement qui peut conduire à la lésion avancée ou plaque fibreuse (Ross, 1995). 

1.1.4.3. La plaque fibreuse ou lésion avancée 

La plaque fibreuse représente la lésion avancée de l'athérosclérose. La formation de la 

plaque fibreuse est le résultat d'un processus de remodelage visant à restaurer la forme initiale de 

la lumière artérielle (Schwartz, 1991). Ce processus peut être régulé par les forces hémodynamiques 

locales et implique toutes les parties de la paroi artérielle (Friedman et coll., 1986; Schwartz et coll., 

1991). Par exemple, on note l'amincissement de la zone de la média immédiatement sous-jacente 

au segment le plus épais de la plaque. Schwartz et coll. (1991) suggèrent que la perte de fonction 

des CMLs consécutive à la rigidité de la plaque, ou même la migration des CMLs de la média vers 

l'intima puissent être à l'origine de l'amincissement de la média. Par ailleurs, l'adventice est le site 

de plusieurs changements incluant une néo-vascularisation, une fibrose, et dans 80% des lésions, 

indépendamment du site artériel d'origine, d'une lymphocytose attribuée au développement d'un 

processus auto-immun (Schwartz et coll., 1989; Schwartz et coll., 1990). 
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La plaque fibreuse est caractérisée par une coiffe fibreuse contenant plusieurs CMLs 

entourées d'épaisses couches de tissu conjonctif essentiellement composé de collagène, de fibres 

d'élastine, et de protéoglycans (Stary, 1990; Ross, 1995). La coiffe fibreuse peut aussi contenir des 

MDMs et quelques lymphocytes T (Ross, 1995). Elle couvre un corps nécrotique profond contenant 

quelques CMLs, des débris cellulaires, des cristaux de cholestérol, et des dépôts de calcium (Ross, 

1990; Ross, 1995). Des couches additionnelles de CMLs peuvent se trouver au-dessous du corps 

nécrotique (Fuster et coll., 1992). Avec l'épaississement de la lésion athéromateuse se forment de 

petits vaisseaux capillaires, le vasa vasorum, permettant probablement d'apporter les nutriments et 

l'oxygène nécessaires aux cellules de la lésion (Ross, 1995). Lorsque les "accotements" de la lésion 

sont minces et insuffisamment formés, les forces mécaniques accompagnant le cycle cardiaque 

peuvent affecter ces vaisseaux et conduire à leur rupture ou à leur ulcération (Fuster et coll., 1992; 

Schwartz et coll., 1991). 

Les plaques vulnérables à la rupture ont généralement une coiffe fibreuse caractérisée par un 

contenu élevé en lipides extracellulaires, une densité élevée en macrophages, et un contenu faible 

en collagène et en CMLs (Davies, 1993; van der Wal, 1994). La diminution des niveaux de 

collagène dans la plaque est le résultat de leur dégradation par les métalloprotéinases sécrétées par 

les macrophages et les CMLs et/ou de la diminution de leur synthèse par les CMLs (Henney et coll., 

1991; Galis et coll., 1994). Mach et coll. (1997) ont montré que certaines cytokines incluant 1'IL-1 

et le TNFa induisent la formation de métalloprotéinases par les macrophages et les CMLs. Par 

ailleurs, la présence d'un grand nombre de macrophages à proximité des CMLs apoptotiques a 

poussé Kockx et coll. (1996) à suggérer qu'un facteur dérivé des macrophages puisse être 
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responsable de la mort des CMLs. La démonstration par Geng et coll. (1996; 1997) que l'IFNy, le 

TNFa , et 1'IL-13 induisent l'apoptose des CMLs in vitro suggère que le même phénomène puisse 

se produire dans la lésion athéromateuse et entraîner la réduction des niveaux de collagène. Les 

cytokines peuvent donc contribuer à l'appauvrissement des éléments de la matrice de la plaque et 

par conséquent à sa rupture en stimulant d'une part la production de métalloprotéinases et en 

induisant, d'autre part, l'apoptose des CMLs, sources de collagène. 

L'observation selon laquelle les plaques stables ont généralement une coiffe fibreuse épaisse 

et contiennent peu de lipides (Libby, 1996) suggère que les lipides puissent être impliqués dans la 

rupture de la plaque. Très récemment, Aikawa et coll. (1998) ont démontré , chez le lapin, qu'une 

diète réduite en lipides diminue l'activité des métalloprotéinases et augmente les niveaux de 

collagène de la matrice. Les auteurs suggèrent que la diminution de lipides dans la lésion stabilise 

la coiffe fibreuse de la plaque en diminuant l'expression locale de cytokines et en réduisant, de ce 

fait, les stimuli responsables de l'apoptose des CMLs et des macrophages. 

1.1.5. Étiopathogénie 

Plusieurs hypothèses sont avancées pour expliquer la pathogenèse de l'athérosclérose. Parmi 

ces hypothèses, les plus connues sont: l'hypothèse de la réponse au dommage endothélial, l'hypothèse 

de la rétention des lipoprotéines, l'hypothèse de l'infiltration des lipides, l'hypothèse antioxydante, 

l'hypothèse virale de l'athérosclérose et l'hypothèse inflammatoire de l'athérosclérose. 
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1.1.5.1. Hypothèse de la réponse au dommage endothélial 

L'importance de l'endothélium dans le développement de l'athérosclérose a été soulignée 

initialement par l'observation que la dénudation de l'endothélium facilite le développement de la 

lésion athéromateuse. De cette observation est née l'hypothèse que le processus athérogénique 

constitue une réponse au dommage endothélial (Ross et coll., 1977). Toutefois, la rupture physique 

de l'endothélium pendant l'athérogenèse a été difficile à documenter, et l'examen vasculaire de 

jeunes adolescents a montré la présence de lésions athérosclérotiques précoces en l'absence d'une 

quelconque évidence de rupture de la continuité endothéliale (Wissler, 1991; Di Salvo et coll., 1994). 

Partant de ces observations, l'hypothèse a été modifiée pour inclure dans la définition de dommage 

endothélial la dysfonction endothéliale, c'est-à-dire l'arrêt ou l'inactivation de certains mécanismes 

antiathérogéniques intrinsèques à l'endothélium (Busse et Flemind, 1996). Cette nouvelle version 

de l'hypothèse a été renforcée ultérieurement par des études démontrant que la dysfonction 

endothéliale précède la formation de la lésion athéromateuse proprement dite (Zeiher et coll., 1991; 

Egashira et coll., 1993; Egashira et coll., 1993; Reddy et coll., 1994). 

Plusieurs mécanismes peuvent être responsables de cette dysfonction endothéliale. Des 

études effectuées avec des modèles hydrauliques reproduisant différents types de flux ont permis de 

montrer que les facteurs hémodynamiques peuvent causer un dommage endothélial direct (Ku et 

coll., 1985). De manière plus intéressante, ces études ont permis de prédire à partir des zones de 

turbulence maximale les sites de prédilection des lésions athéromateuses dans l'artère humaine. Par 

ailleurs, des modèles expérimentaux ont démontré que plusieurs facteurs de risque de 

l'athérosclérose peuvent être à l'origine d'une dysfonction endothéliale. Comme nous l'avons 
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mentionné précédemment, ces facteurs incluent l'hypertension, le diabète, l'hyperlipidémie, 

l'hyperhomocystéinémie, les complexes immuns, les infections virales, et le tabagisme (Ross, 

1990). La dysfonction endothéliale est associée à une altération de la relâche par l'endothélium du 

NO et de l'endothéline en réponse aux agonistes circulants, entraînant des réponses vasoconstrictives 

anormales susceptibles de réduire le diamètre de la lumière vasculaire et de promouvoir l'interaction 

entre les éléments sanguins et la paroi artérielle (Badimon et coll., 1993). La réduction de la 

sécrétion du NO par les cellules endothéliales peut aussi entraîner une altération du ratio NO/anion 

superoxyde (0,-) susceptible d'augmenter l'expression de molécules d'adhésion à la surface de 

l'endothélium vasculaire. Dans l'ensemble, l'hypothèse de la réponse au dommage endothélial 

suggère que la dysfonction endothéliale induit l'accumulation de lipides et le recrutement des 

monocytes dans l'espace sous-endothélial (Ross, 1993). 

1.1.5.2. Hypothèse de la réponse à la rétention 

L'hypothèse de la réponse à la rétention suggère que la rétention des lipoprotéines 

athérogéniques dans l'espace sous-endothélial représente l'événement le plus important dans 

l'athérogenèse. Une fois retenues, ces lipoprotéines vont occasionner une série d'événements 

biologiques conduisant au développement de la lésion athéromateuse (Williams et Tabas, 1995). 

Les partisans de cette hypothèse avancent plusieurs arguments pour l'appuyer. Par exemple, 

Nievelstein et coll. (1991) ont démontré que l'accumulation rapide des LDL dans la paroi artérielle 

est le premier changement décelable après l'induction rapide d'une hypercholestérolémie chez des 

lapins (Schwenke et Carew, 1989a). De plus, ces auteurs ont montré que la rétention initiale des 

LDL injectées in vivo se produit dans les régions connues pour leur susceptibilité à développer des 
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lésions athéromateuses (Schwenke et Carey, 1989b). Très récemment, Borén et coll. (1998) ont créé 

une série de souris transgéniques porteuses de différentes mutations de l'apoB-100 humaine. Ils ont 

observé que les souris porteuses d'une forme de ces mutations, les souris K3363E, produisent des 

LDL présentant une liaison normale au récepteur des LDL, mais une absence d'affinité pour les 

protéoglycans. Borén et coll. (1998) ont montré que ces dernières souris ne développent pas de 

lésions athéromateuses après induction d'une hypercholestérolémie comparativement aux souris 

transgéniques pour l'apoB-100 humaine normale qui, elles, développent des lésions athéromateuses 

sévères pour un degré d'hypercholestérolémie et un profil de distribution des lipoprotéines similaires 

(Purcell-Huynh et coll., 1995). Selon Williams et Tabas (1998), les résultats de cette étude suggèrent 

que les LDL incapables de se lier à la matrice extracellulaire ne peuvent pas causer l'athérosclérose, 

et appuyent l'hypothèse de la rétention des lipoprotéines dans la pathogenèse de l'athérogenèse. 

Cette hypothèse a été dernièrement renforcée par plusieurs études suggérant que les LDL 

natives retenues dans la paroi artérielle puissent contribuer au développement de l'athérosclérose et 

ce en l'absence d'une quelconque modification oxidative de ces lipoprotéines. Premièrement, il a 

été rapporté que les LDL natives peuvent induire l'expression de VCAM-1 (Zhu et coll., 1998) et 

du facteur de transcription "activator protein-1" (AP-1) (Allen et coll., 1998) par les cellules 

endothéliales. Deuxièmement, Romano et coll. (1998) ont démontré que les LDL natives peuvent 

générer de la LysoPC sous l'action de la phospholipase non pancréatique A2  (nps-PL A), une 

enzyme présente en grande quantité dans la lésion athéromateuse humaine. Finalement, Napoli et 

coll. (1997) ont rapporté la présence de LDL natives, de LDL-oxydées, et d'infiltrations cellulaires 

dans les lésions athérosclérotiques des foetus humains. De manière intéressante, ils ont observé 
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qu'un grand nombre de lésions athéromateuses montre des zones renfermant des lipoprotéines sans 

traces d'infiltrations cellulaires, suggérant que la rétention des lipoprotéines puisse précéder le 

recrutement des monocytes au stade initial de l'athérogenèse. 

1.1.5.3. Hypothèse de l'infiltration des lipides 

L'hypothèse de l'infiltration des lipides stipule que des niveaux élevés de LDL dans le 

plasma conduisent à une augmentation de leur infiltration dans la paroi artérielle. Cette hypothèse 

a pris naissance au début de ce siècle à partir des travaux d'Anichkov et Khalatov (1913) démontrant 

que les lapins nourris avec des diètes riches en cholestérol développent des lésions artérielles. Elle 

a été renforcée au cours des dernières années par des études cliniques telle que "The Framigham 

Study"démontrant une corrélation directe entre les niveaux de cholestérol sériques et les maladies 

cardio- et cérébro-vasculaires (Castelli et coll., 1990) ainsi que par des essais de prévention tels que 

"The Lipid Research Clinics Programs", l'étude d'Helsinki et d'autres documentant une réduction 

d'événements coronariens après diminution des niveaux de cholestérol plasmatiques (Lipid Research 

Clinics Program, 1984; Brown et coll., 1990). L'hypothèse propose que l'infiltration des lipides 

résulte en une augmentation de leur captation par les macrophages et les CMLs, et que 

l'accumulation subséquente de cholestérol dans ces cellules aboutisse à la formation de la lésion 

athéromateuse (Nordestgaard et Nielsen, 1994). 

1.1.5.4. Hypothèse antioxydante de l'athérosclérose 

Cette hypothèse propose que de nombreux mécanismes observés dans la pathologie de 

l'athérosclérose soient la conséquence du stress oxydatif causé par des espèces radicalaires 



36 

oxygénées. Elle stipule que des niveaux faibles des principaux antioxydants (acide ascorbique, cc-

tocophérol, et 13-carotène) sont des facteurs de risque sous-estimés des MCV, et que ces dernières 

peuvent être évitées en optimisant les niveaux plasmatiques d'antioxydants (Gey, 1995). À l'origine, 

cette hypothèse était basée sur plusieurs évidences démontrant les propriétés protectrices 

d'antioxydants contre les espèces radicalaires oxygénées, la présence de lésions évoquant 

r athérosclérose chez les animaux présentant une déficience chronique en vitamines C et E, et sur 

diverses données recueillies au cours d'études épidémiologiques (Gey, 1986). Depuis, de nouvelles 

évidences suggérant un rôle de l'oxydation dans l'athérogenèse continuent à être présentées. Par 

exemple, des études cas-témoins récentes rapportent que l'augmentation de l'apport alimentaire 

ainsi que celle des taux sériques et de tissu adipeux de plusieurs antioxydants, notamment la 

vitamine E, la vitamine C, et le I3-carotène, est associée à une réduction de risque de MCV (Todd 

et coll., 1995; Street et coll., 1994; Kardinaal et coll., 1993). De même, des études prospectives de 

cohorte suggèrent une association inverse entre l'apport alimentaire en vitamines E et C, et en 13-

carotène et le risque de MCV (Rimm et coll., 1993; Stampfer et coll., 1993; Knekt et coll., 1994). 

Plusieurs études expérimentales montrent que la consommation d'antioxydants essentiels atténuent 

la formation des lésions aortiques dans plusieurs espèces animales (Wojcicki et coll., 1991; Williams 

et coll., 1992; Verlangieri et Bush, 1992). De nombreuses études ont également indiqué que le 

probucol, un antioxydant pharmacologique, augmente la résistance des LDL à l'oxydation, réduit 

l'accumulation de lipides dans le macrophage, et inhibe la formation de lésions athéromateuses chez 

le lapin (Gey, 1993; Steinberg et coll., 1989; Witztum et Steinberg, 1991; Daugherty et coll., 1989). 

Toutefois, deux études ont rapporté que l'inhibition de l'athérosclérose par le probucol n'est pas 

associée à une présence réduite d'épitopes oxydés dans la paroi artérielle, contrairement à ce qu'on 
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devrait observer si le probucol réduisait l'athérosclérose en inhibant l'oxydation des LDL (O'Brien 

et coll., 1991; Chang et coll., 1995). Il est possible que le probucol puisse prévenir l'athérosclérose 

par un de ses nombreux effets, incluant son effet antioxydant au niveau cellulaire (Ylâ-Herttuala, 

1991; Nagano et coll., 1990; O'Brien et coll., 1991; Parthasarathy, 1993) et la modification de la 

composition des lipoprotéines (McPherson et coll., 1991; Chiesa et coll., 1993). Par ailleurs, deux 

essais de prévention cliniques n'ont pas appuyé de façon convaincante l'hypothèse antioxydante de 

l'athérosclérose. En effet, les études "The Cambridge Heart Antioxydant Study" (CHAOS) et 

"Alpha Tocopherol, Beta Carotene Cancer Prevention Study" (ATBC Study) ont rapporté que la 

vitamine E a augmenté légèrement, bien que de façon non significative, le risque de mortalité par 

MCV (Stephens et coll., 1996; Rapola et coll., 1997). On considère que l'hypothèse antioxydante 

reste à être établie par des essais cliniques randomisés et contrôlés tels que les études "Women's 

Antioxidant and Cardiovascular Study" (WACS) et "The Heart Outcomes Prevention Evaluation 

Study" (HOPE) actuellement en cours (Schwenke, 1998). 

1.1.5.5. Hypothèse virale de l'athérosclérose 

Cette hypothèse se base à l'origine sur des études démontrant que les virus de l'herpès 

induisent chez la poule des lésions artérielles ressemblant à l'athérosclérose humaine (Hajjar et coll., 

1986; Fabricant et coll., 1983; Nicholson et Hajar, 1998). Parmi les observations suggérant 

l'implication des virus de l'herpès dans l'étiologie et/ou la pathogenèse de l'athérosclérose, on note: 

1) la présence d'antigènes et de génome des virus de l'herpès dans les lésions athérosclérotiques 

(Melnick et coll., 1983; Hendrix et coll., 1990; Hendrix et coll., 1991), 2) l'association entre 

l'infection au cytomegalovirus et la resténose après angioplastie (Zhou et coll., 1996; Kovacs et coll., 
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1997), 3) l'altération du métabolisme du cholestérol dans les CMLs infectées par les virus de 

l'herpès (Hajjar, 1986; Hajjar et coll., 1990), 4) la perte des propriétés anticoagulantes et 

l'acquisition de propriétés procoagulantes par les CMLs infectées par les virus de l'herpès in vitro 

(Key et coll.. 1990; Visser et coll., 1988), 5) l'adhésion accrue des cellules inflammatoires aux 

cellules endothéliales infectées par les virus de l'herpès (Etingin et coll., 1991; Etingin et coll., 

1993), et 6) la capacité des virus de l'herpès à induire l'expression de facteurs de croissance et de 

cytokines par les cellules vasculaires et inflammatoires (Gosselin et coll., 1992; Smith et coll., 1992; 

Staats et coll., 1993). 

Des études récentes suggèrent que d'autres agents infectieux incluant Clamydia pneumoniae 

et Helicobacter pylori sont impliqués dans la pathogenèse de l'athérosclérose. À propos de 

Clamydia pneumoniae, plusieurs études ont rapporté sa présence dans les lésions athéromateuses 

humaines (Kuo et coll,. 1995; Campbell et coll., 1995; Ong et coll., 1996). Tel que mentionné 

antérieurement, on propose que cet organisme pathogène puisse promouvoir l'athérosclérose par 

l'induction de la sécrétion de cytokines (Mehta et coll., 1998) et d'une activité procoagulante dans 

les cellules endothéliales (Fryer et coll., 1997). 

1.1.5.6. Hypothèse inflammatoire de l'athérosclérose 

Plusieurs caractéristiques de la lésion athéromateuse ressemblent à un mécanisme 

inflammatoire. En effet, l'association d'une infiltration monocytaire, d'une prolifération des CMLs, 

et d'une sclérose conjonctive, est caractéristique de l'inflammation chronique (Ross, 1990). Ainsi, 

l'hypothèse inflammatoire de l'athérosclérose stipule que l'athérosclérose est le résultat d'une 
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réponse inflammatoire initiale suivie de la fonnation d'une réponse fibro-proliférative représentant 

un mécanisme de protection de la paroi artérielle. En cas de persistance de l'agent responsable 

(hypercholestérolémie ou autres facteurs de risque), cette réponse inflammatoire persiste, devient 

excessive, et devient en elle-même le processus pathologique (Ross, 1998). 

1.1.5.7. Hypothèse unifiée de l'athérosclérose 

Il n'existe pas encore actuellement d'hypothèse unifiée et cohérente expliquant la 

pathogenèse de l'athérosclérose. Les hypothèses formulées par divers groupes de chercheurs 

soutiennent en effet chacune le rôle d'un mécanisme pathologique donné dans le développement du 

processus athérosclérotique. Il semble pourtant se développer un consensus pour reconnaître le rôle 

contributif de chaque mécanisme proposé dans les différentes hypothèses, incluant la dysfonction 

endothéliale, l'infiltration des lipides, l'oxidation des lipoprotéines, les réactions immunes, et la 

rétention des lipoprotéines dans l'athérogenèse. Actuellement, la question semble être celle de 

savoir quel mécanisme est le plus important dans l'initiation de l'athérogenèse. Lorsque l'on se base 

sur les évidences actuellement proposées pour expliquer l'athérogenèse, il est possible d'intégrer les 

mécanismes proposés dans les différentes hypothèses en une seule hypothèse telle que celle 

représentée sur la figure 1. 
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Figure 1. Principaux événements cellulaires impliqués dans l'athérogenèse. 
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1.1.6. Mécanismes immunitaires de l'athérosclérose 

1.1.6.1. Importance des mécanismes immunitaires 

L'accumulation précoce de monocytes et de lymphocytes T lors de la formation de la lésion 

athéromateuse (Hansson 1997; Stemme et Hansson, 1994), et la présence d'anticorps dirigés contre 

les monocytes et les cellules endothéliales chez 60% des patients souffrant d'athérosclérose• 

(D'Anastasio et coll., 1988) suggèrent que le système immunitaire puisse jouer un rôle déterminant 

dans le développement de la maladie. L'importance des mécanismes immunitaires dans 

l'athérosclérose est en outre démontrée par la présence d'anticorps dirigés contre certaines 

composantes de la paroi artérielle incluant les LDL-oxydées (Palinki et coll., 1994) et la protéine de 

choc thermique "heat shock protein-60 "(hsp-60) (Xu et Wick, 1996), ainsi que l'expression par les 

macrophages et les CMLs de molécules de classe II du complexe majeur d'histocompatibilité 

"human leukocyte antigen" (HLA) (Jonasson et coll., 1986; Hansson, 1997). Les cellules du système 

immunitaire peuvent être considérées comme des cellules endocrines qui, une fois activées, 

produisent d'importantes quantités de cytokines et de lymphokines susceptibles d'affecter la 

croissance et l'expression génique des cellules vasculaires et par conséquent de contribuer au 

développement de l'athérosclérose (Hansson et coll., 1989; Hansson, 1994). 

Les cellules immuno-compétentes de la lésion athéromateuse sont essentiellement les 

monocytes/macrophages, les lymphocytes, les CMLs, et les cellules dentritiques vasculaires (Ross, 

1993a; Bobryshev et coll., 1996; Bobryshev et coll., 1998). 
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1.1.6.1.1. Immunité cellulaire et athérosclérose 

- Les monocytes/macrophages: 

Les macrophages contribuent à la progression du processus athérosclérotique par leur 

capacité de synthétiser plusieurs enzymes, des cytokines, des facteurs de croissance pour les cellules 

endothéliales et les CMLs, et des substances chimiotactiques (Tableau 1). La présence de HLA à 

la surface des macrophages présents dans la lésion athéromateuse suggère une association 

fonctionnelle entre ceux-ci et les lymphocytes T (Hansson et coll., 1997).. 

-Les lymphocytes: 

Plusieurs études ont confirmé la présence de lymphocytes dans les lésions athéromateuses 

humaines (Jonasson et coll., 1986; Munro et coll., 1987; Hansson et coll., 1989). 

L'immunohistochimie et la cytométrie de flux ont permis de montrer qu'il s'agit surtout de 

lymphocytes T auxiliaires (CD4', "helper/inducer") et de lymphocytes T cytotoxiques (CID8 , 

"cytotoxic/suppressor") (Jonasson et coll., 1986; Stemme et coll., 1992). Jonasson et coll. (1986) 

ont observé que les lymphocytes CD4+  sont prédominants dans toutes les régions de la lésion 

avancée. Au contraire, les lymphocytes CD8+  sont rencontrés plus fréquemment dans la lésion 

précoce (Emeson et coll., 1988; Munro et coll., 1987). Il est possible que les lymphocytes T soient 

impliqués dans l'initiation de la lésion athéromateuse et qu'une évolution vers une condition où les 

cellules CD4+  deviennent prédominantes intervienne lors de la progression de la lésion (Hansson et 

coll., 1989). Stemme et coll. (1992) ont rapporté que la majorité des lymphocytes T de la plaque 

sont des cellules à mémoire exprimant des récepteurs tels que le HLA-DR et le VLA-1. 
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Tableau 1. Produits de sécrétion des macrophages (Ross, 1995, 1999; Tabas, 1997; Unanue, 1989; 

Kraemer, 1992) 

Enzymes affectant le tissu conjonctif et les protéines sériques 
Métalloprotéinases (élastase, collagénase,...) 
Activateur du plasminogène 
Enzymes lysosomiales 
Enzyme de conversion de l'ANG-II 

Protéines impliquées dans réponse immunitaire et l'inflammation 
Protéines du complément: C2, C3, C4, C5, facteurs B, D, H, et I 
Lysozyme 
IFN a et P 
IL-1 
IL-6 
TNFa 
Fibronectine 

Facteurs de croissance 
GM-CSF 
M-CSF 
TGFP 
PDGF 
"vascular endothelial growth factor" (VEGF) 
IGF-1 

Autres 
MCP-1 
CD40 ligand 
Apo E 
LPL 
Sphingomyelinase 
"Platelet-activating factor" 
Métabolites oxygénés 
Prostaglandines E2  

Les lymphocytes T sont activés au contact de l'antigène présenté par la cellule présentatrice, 

principalement le macrophage (Lanzavecchia, 1990). L'activation des lymphocytes T a deux 

conséquences principales: la sécrétion de cytokines par les cellules CD4+  et CD8+  et une activité 

cytotoxique directe par les cellules CD8+(Stemme et Hansson, 1994). Certaines de ces cytokines 
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agissent sur les macrophages, les cellules endothéliales et les autres cellules mésenchymateuses pour 

propager et amplifier la réponse inflammatoire (Hansson, 1997). L'IFNy, un puissant activateur de 

la fonction macrophagique, est la plus importante cytokine sécrétée par les lymphocytes T CD4+ du 

sous-type Thl (Liblau et coll., 1995). Les cellules CD4+ du sous-type Th2 produisent des cytokines 

tels que l'interleukin-4 (IL-4) et l'interleukin-13 (IL-13) qui stimulent la différenciation des 

lymphocytes B et la production d'anticorps (Mosmann et Coffman, 1989). L'IFNy sécrété par les 

lymphocytes Thl induit aussi l'expression de HLA-DR par les macrophages, les cellules 

endothéliales, et les CMLs (van der Wal et coll., 1992; Jonasson et coll., 1985). L'expression de 

HLA-DR à la surface de ces cellules leur confère la capacité de présenter les antigènes aux 

lymphocytes T, ce qui peut en retour induire une production locale accrue d'IFNy (Stemme et 

Hansson, 1994). Il a été démontré que l'IFNy inhibe la prolifération des CMLs (Hansson et Holm, 

1991), diminue l'expression du récepteur "scavenger" par les macrophages, inhibant ainsi la 

formation des cellules spumeuses (Geng et Hansson, 1992), réduit la teneur en élastine du tissu 

conjonctif en augmentant l'activité de l'élastase (Redini et coll., 1988), et inhibe la synthèse du 

collagène (Amento et coll., 1991; Granstein et coll., 1987). 

Des études récentes utilisant des modèles de souris transgéniques ont donné des résultats 

contradictoires quant au rôle des lymphocytes T dans l'athérosclérose. Dansky et coll. (1997) ont 

observé que la déficience en lymphocytes T et B réduit le développement des lésions (stries 

lipidiques) chez la souris exempte de "recombination activating gene-1 (Rag-1) (gène responsable 

de la maturation des lymphocytes) et en apo E (souris RAG1-/-apo E-/-). Toutefois, l'absence de 

ces lymphocytes ne réduit pas l'athérosclérose chez cette souris dans les conditions 
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d'hypercholestérolémie sévère (Dansky et coll., 1997; Daugherty et coll., 1997). De leur côté, 

Emeson et coll. (1996) ont utilisé des anticorps cytolytiques pour neutraliser les lymphocytes CD4+ 

et/ou CD8 chez la souris C57BL/6J. Ils ont observé que l'absence de cellules CD4+ limite de 70% 

la formation des lésions au stade de stries lipidiques alors que l'absence de cellules CD8+ n'a aucun 

effet sur le développement de la lésion. Gupta et coll. (1997) ont observé une diminution 

significative de la taille des lésions athéromateuses chez les souris transgéniques dépourvues de 

récepteur à l'IFNy (souris IFNyR- /- apo E-/-). L'analyse histologique des lésions a révélé dans 

ce modèle expérimental une diminution de la concentration de lipides, une diminution de la 

concentration totale de cellules, et une augmentation de la quantité de collagène (Gupta et coll., 

1997). L'IFNy inhibant la synthèse de collagène, ces données suggèrent un effet modulateur local 

de l'IFNy dans le remodelage de la lésion athéromateuse. D'autre part, l'absence de récepteur à 

l'IFNy a entraîné une augmentation de la production de lipoprotéines riches en apolipoprotéine A-IV 

(apo PI-IV) chez les souris IFNyR-/-apo E-/- (Gupta et coll., 1997). L'apoA-IV étant 

antiathérogénique lorsque introduite comme un transgène (Duverger et coll., 1996), l'inhibition de 

la production de lipoprotéines antiathérogéniques pourrait conférer à l'IFNy des propriétés 

proathérogéniques (Hansson, 1998). Les résultats des études mentionnées ci-haut suggèrent que 

l'absence de lymphocytes puisse protéger contre l'athérosclérose. Toutefois, cette interprétation ne 

semble pas être partagée par Roselaar et coll. (1995) qui ont démontré que, au contraire, la 

suppression de l'immunité cellulaire stimule le développement de l'athérosclérose chez le lapin 

"New Zealand White", probablement par atténuation de l'effet inhibiteur des lymphokines sur 

l'accumulation de cholestérol par les macrophages. À la lumière des données actuellement 

disponibles, il ressort que des recherches futures sont nécessaires pour déterminer le rôle des 
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lymphocytes T dans la modulation de l'athérogenèse. L'étude récente de Nicoletti et coll. (1998) 

démontrant, pour la première fois, qu'un traitement par immunoglobuline réduit l'athérosclérose 

chez la souris apo E-/- va dans ce sens et ouvre la voie à de nouvelles recherches orientées vers le 

traitement de l'athérosclérose par l'immunomodulation. 

- Les cellules dentritiques vasculaires (CD 7: 

Les cellules dentritiques contrôlent la réponse immunitaire par leur contact direct avec les 

lymphocytes T (Steinman, 1991; Sprecher et Becker, 1993). Bobrysher et Lord (1995) ont détecté 

la présence de cellules dentritiques vasculaires (CDV) matures dans les lésions athéromateuses 

humaines et ont suggéré que ces cellules puissent jouer un rôle dans l'athérosclérose. Dans une 

étude postérieure, les mêmes auteurs ont observé que 1) plus de 90% de CDV sont co-localisées avec 

des lymphocytes T dans les zones de néo-vascularisation, 2) un grand nombre de CDV et de 

macrophages sont en contact autour du centre nécrotique, 3) les CDV présentes dans la média et dans 

l'adventice, principalement autour du vasa vasorum, expriment 1'ICAM-1 et la VCAM-1 et sont en 

contact avec les lymphocytes T, et 4) les régions où sont co-localisées les CDV et les lymphocytes 

T montrent une expression accrue de HLA-DR. Dans l'ensemble, ces observations suggèrent que 

les CVD soient impliquées dans l'activation des lymphocytes T dans l'athérogenèse et que les CDV 

de l'intima traversent la média et l'adventice pour s'implanter dans les nodules lymphatiques 

adjacents où elles présentent des antigènes aux lymphocytes T (Bobrysher et Lord, 1998). 
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1.1.6.1.2. Auto-immunité et athérosclérose 

De nombreuses études dont celle effectuée par Xu et coll. (1993) ont proposé qu'une réaction 

immune dirigée contre certaines composantes altérées de la paroi artérielle participe au 

dévelopement de l'athérosclérose. Aujourd'hui, on considère que deux protéines, les LDL-oxydées 

et la protéine de choc thermique hsp65/60, représentent des cibles artérielles de l'auto-immunité: Des 

anticorps anti-malondialdehyde (MDA)-LDL et -4-hydroxy-nonenal (4HNE) ont été détectés dans 

le sérum de patients porteurs d'athérosclérose (Palinski et coll., 1989; Palinski et.coll., 1994; Jurgens 

et coll., 1993). Il a été démontré que ces anticorps réagissent avec des particules lipoprotéiniques 

isolées de plaques athérosclérotiques (Palinski et coll., 1989; Steinberg et coll., 1989). De plus, 

Salonen et coll. (1992) ont observé que le titre des anticorps anti-MDA-LDL corrèle positivement 

avec la sévérité de l'athérosclérose. On ne connaît pas encore le rôle spécifique des anticorps anti-

MDA-LDL dans l'athérogenèse, mais l'immunisation de lapins hyperlipidémiques Watanabe avec 

ces anticorps réduit la sévérité de l'athérosclérose (Palinski et coll., 1995). Il a été rapporté que 

l'immunisation de lapins avec la hsp65 provoque l'épaississement de l'intima artérielle qui montre 

alors une population cellulaire évoquant la lésion athéromateuse humaine (Xu et coll., 1992). Dans 

une étude échographique, Xu et coll. (1993) ont observé une corrélation entre des titres élevés 

d'anticorps sériques anti-hsp-65 et l'athérosclérose. Toutefois, le fait que cette association 

n'apparaisse qu'après l'âge de 60 ans indique que le développement de l'immunité anti-hsp65 est 

une conséquence plutôt qu'une cause du développement des plaques athéromateuses (Xu et coll., 

1993). 
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1.1.6.2. Rôle immunomodulateur des facteurs nutritionnels 

Plusieurs composantes de la diète incluant les acides aminés (Daly et coll., 1990), les 

antioxydants (Hornstra et coll., 1998), et les acides gras polyinsaturés (AGPI) n-3 et n-6 sont 

susceptibles de moduler la fonction des cellules immunitaires (Hornstra et coll., 1998; Calder, 1998). 

Toutefois, les évidences accumulées à ce jour suggèrent surtout un rôle majeur des AGPI dans la • 

modulation de fonction des cellules immuno-compétentes impliquées dans l'athérosclérose. 

1.1.6.2.1. Effets des acides gras polyinsaturés sur les mécanismes immunitaires 

Les mécanismes par lesquels les AGPI affectent la fonction des cellules immunitaires 

incluent une altération de la fluidité membranaire, une modification des mécanismes de transduction 

cellulaire, et un changement dans la production d'eïcosanoïdes (Fig. 2). 

En plus de constituer une source d'énergie pour la cellule, les AGPI exercent également 

d'autres fonctions importantes en tant que constituants des phospholipides membranaires (Calder, 

1998). Ainsi, un changement dans la proportion ou la composition de différents types d'acides gras 

de la membrane cellulaire peut altérer sa fluidité (Brenner, 1984), et affecter un certain nombre 

d'activités membranaires incluant le transport d'ions et de substrats, l'activité des récepteurs 

membranaires, et l'activité d'enzymes liées à la surface de la membrane (Stubbs et Smith, 1984; 

Brenner, 1984). 	De plus, certains phospholipides membranaires, par exemple le 

phosphatidylinosito1-4,5-biphosphate et la phosphatidylcholine, sont impliqués dans les mécanismes 
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Figure. 2. Mécanismes par lesquels les AGPI peuvent affecter la fonction des cellules du système 

immunitaire 

de transduction cellulaire en tant que précurseurs de seconds messagers tels que l'inositol-1,4,5-

triphosphate et le diacyglycérol (Matzaris et coll., 1994). Par conséquent, le changement dans la 

composition en acides gras de ces phospholipides peut affecter la transduction cellulaire en altérant 

leur capacité d'agir comme subStrats pour les phospholipases ou en altérant l'action du 
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diacylglycérol produit (Calder, 1998). Certains acides gras peuvent même jouer le rôle de seconds 

messagers intracellulaires. C'est le cas des acides oléique (C18:1) et arachidonique (AA, C20:4, n-6) 

libérés sous l'action des lipases qui peuvent affecter directement l'activité de la phospholipase A, 

et celle de la protéine kinase C (PKC) (Sumida et coll., 1993). 

Certains acides gras membranaires tels que l'acide arachidonique, l'acide eïcosapentanoïque 

(EPA, C20:5, n-3) et l'acide dihomo-y-linolénique (C18:3, n-6) agissent comme précurseurs de la 

formation des eïcosanoïdes qui incluent les prostaglandines (PGs), les thromboxanes (TXs), les 

leukotriènes (LT), les lipoxines (LXs), et les acides hydroxyeicosatetraenoïques (HETES) et 

hydroperoxyeïcosatetraenoïques (HPETES) (Calder, 1998). Dans la majorité des cas, l'AA est le 

principal précurseur d'eïcosanoïdes, et les métabolites produits à partir de cet acide gras sont 

biologiquement plus puissants que ceux formés à partir de l'acide dihomo-y-linolénique ou de l'EPA 

(Sardesai, 1992). La synthèse d'eïcosanoïdes commence par l'activation de la cyclo-oxygénase 

aboutissant à la formation des PGs et des TXs ou par celle de la lipoxygénase produisant les LTs et 

divers métabolites associés (Calder, 1998). La quantité et le type d'eïcosanoïdes synthétisés sont 

déterminés par plusieurs facteurs incluant la disponibilité de l'AA, l'activité de la phospholipase C 

déterminant la formation d'AA à partir des phospholipides membranaires, et par l'activité des 

enzymes cyclo-oxygénase et lipoxygénase. 

De nombreuses évidences indiquent que la consommation d'AGPI n-3 entraîne une 

diminution des niveaux d'AA dans la membrane des macrophages et des lymphocytes et, par 

conséquent, une diminution dans leur capacité de synthétiser les eïcosanoïdes à partir de l'AA 
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(Broughton et coll., 1991; Lokesh et coll., 1986). Étant donné qu'ils influencent la production 

d'eïcosanoïdes, on suggère que les AGPI n-3 puissent moduler la fonction immunitaire et les 

fonctions cellulaires par des effets médiés par les eïcosanoïdes (Kinsella et coll., 1990). 

A. Effets des AGPI sur la prolifération lymphocytaire 

- Effets des AGPI n-6. De nombreuses études animales ex vivo ont examiné l'effet d'une 

diète riche en acide linoléique (C18:2, n-6) sur la prolifération lymphocytaire. Plusieurs études ont 

rapporté une réduction de la prolifération des lymphocytes par la concanavaline A (Con A) ou la 

phytohemagglutinine (PHA) après l'administration d'une diète riche en huile de maïs ou de tournesol 

à des rats ou souris de laboratoire (Yaqoob et coll., 1994; Yaqoob et Calder, 1995; Sanderson et 

coll., 1995). Au contraire, d'autres études n'ont rapporté aucun effet des diètes riches en acide 

linoléique sur la prolifération des lymphocytes T de ces animaux (Alexander et Smythe, 1988; de 

Deckere et coll., 1988; Berger et coll., 1993; Fritsche et coll., 1991; Cathcart et coll., 1987). Calder 

(1998) estime que les résultats contradictoires observés dans la littérature découlent principalement• 

des conditions de culture des lymphocytes ex vivo, notamment de l'utilisation du sérum foetal de 

veau ou du sérum autologue (Calder, 1998). 

- Effets des AGPI n-3. L'administration d'huile de poisson à des animaux de laboratoire 

entraîne une suppression de la prolifération des lymphocytes T et B (Kelly et coll., 1988; Fritsche 

et coll., 1991; Yaqoob et coll., 1994; Sanderson et coll., 1995; Yaqoob et coll., 1995). De manière 

similaire, il a été démontré que l'administration d'huile de lin (riche en acide linolénique, C18:3, n- 
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3) supprime la prolifération des lymphocytes T (Marshall et Johnston, 1985; Jeffery et coll., 1996; 

Fritsche et coll., 1991). 

B. Effets des AGPI sur la présentation d'antigènes 

L'introduction d'AGPI n-3 dans la diète de souris ou de rats ou la consommation d'huile de• 

poisson entraînent une diminution de l'expression de molécules du complexe majeur 

d'histocompatibilité (MHC) à la surface de macrophages péritonéaux (Kelly et coll., 1985; Mosquera 

et coll., 1990; Huang et coll., 1992; Sherrington et coll., 1995). Ces observations suggèrent que la 

consommation des AGPI n-3 puisse aboutir à la diminution de la présentation d'antigènes. À ce 

propos, il a été effectivement démontré que l'EPA et l'huile de poisson diminuent la présentation 

d'antigènes ex vivo par les cellules spléniques de souris (Fujikawa et coll., 1992; Sanderson et coll., 

1997) ou par les cellules dendritiques de rats (Sanderson et coll., 1997). En accord avec les études 

animales, il a été démontré que l'enrichissement de la diète par des AGPI n-3 (environ 1.56 g/jour) 

induit une diminution de l'expression des niveaux de molécules MHC de classe II à la surface des 

monocytes humains (Hughes et coll., 1996). 

C. Effets des AGPI sur la production de cytokines 

- Effets des AGPI sur la production de cytokines par les macrophages. De nombreuses 

études ont rapporté que l'administration de diètes riches en AGPI n-3 à des rats ou à des souris 

augmente la production de TNFa ex vivo (Lokesh et coll., 1990; Hardardottir et Kinsella, 1991; 

Hardardottir et Kinsella, 1992; Turek et coll., 1991; Watanabe et coll., 1991; Chang et coll., 1992; 

Somers et Erickson, 1994; Chaet et coll., 1994). Ces résultats sont contredits par d'autres études 
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rapportant soit une diminution (Renier et coll., 1993; Billiar et coll. 1988; Boutard et coll., 1994; 

Yaqoob et Calder, 1995) soit aucune altération (Tappia et Grimble, 1994) de la production de TNFa 

après administration d'huile de poisson à divers modèles expérimentaux. Diverses études ont aussi 

documenté une réduction de la production d'IL-1 et d'IL-6 par les macrophages isolés de souris 

soumises à une diète enrichie en huile de poisson (Renier et coll., 1993; Billiar et coll. 1988; Yaqoob 

et Calder, 1995). Les résultats contradictoires obtenus au sujet de la production de TNFa peuvent 

s'expliquer par les différences dans les protocoles expérimentaux utilisés. En effet, les études 

mentionnées ci-haut diffèrent dans de multiples aspects incluant la quantité de lipides utilisés, la 

durée de la diète, le type d'animal utilisé, le type de macrophages utilisés, et la durée de leur culture 

ex vivo. 

Chez les humains, la supplémentation de la diète par l'huile de poisson (1.23 à 6 g 

d'AGPI/jour pendant 6 à 24 semaines) diminue la capacité des monocytes à produire le TNFa, l'IL-

la, et l'IL-lp (Endres et coll., 1993; Cooper et coll., 1993; Meydani et coll., 1991). L'administration 

d'huile de lin à des sujets normaux réduit aussi la production de TNFa, et d'IL-113, toutefois, l'effet 

de cette huile est inférieur à celui observé avec l'huile de poisson (Caughey et coll., 1996). 

- Effets des AGPI sur la production de cytokines par les lymphocytes. Peu d'études ont été 

réalisées sur l'effet des lipides alimentaires, principalement des huiles de poisson, sur la production 

ex vivo de cytokines par les lymphocytes, et les résultats obtenus jusqu'à présent sont quelque peu 

contradictoires. Turek et coll. (1994) ont observé une production diminuée d'IL-2 par les 

lymphocytes alvéolaires isolés de porcs nourris par une diète supplémentée en huile de poisson ou 



54 

en huile de lin. Au contraire, une production élevée d'IL-2 et d'IL-4 par les lymphocytes spléniques 

stimulés par la Con-A a été rapportée après administration de 100 g/kg d'huile de poisson à des 

souris (Fernandes et coll., 1994). De leur côté, Yaqoob et coll. (1995) ont montré que la diète n'a 

aucun effet sur la production des cytokines IL-2, IL-4, IL-10, et TNFa par les lymphocytes 

spléniques murins. 

Dans une étude clinique, Meydani et coll. (1991) ont observé que la supplémentation de la 

diète en AGPI n-3 (1.23 ou 2.4 g/jour pendant 12 à 24 semaines) entraîne une diminution de la 

production ex vivo d'IL-2 par les lymphocytes humains. De même, une diminution de la production 

d'IL-2 lymphocytaire a été rapportée chez des sujets normaux après 6 semaines de supplémentation 

de leur diète par 8 ou 18 g/jour d'huile de poisson (Endres et coll., 1993; Endres et coll., 1989; 

Virella et coll., 1991). 

1.1.6.2.2. Effet des acides gras monoinsaturés sur les mécanismes immunitaires 

L'effet d'un niveau élevé d'acide oléique sur la fonction lymphocytaire a fait l'objet de 

quelques études. Berger et coll. (1993) ont rapporté que l'administration d'une diète contenant 100 

g/kg d'huile d'olive à des rats femelles pendant la gestation et la lactation n'a aucun effet sur la 

prolifération de lymphocytes prélevés dans la progéniture au sevrage (Berger et coll., 1993). Au 

contraire, il a été démontré que l'administration de 200 g/kg d'huile d'olive à des rats diminue la 

prolifération des lymphocytes (Yacioob et coll., 1994, Jeffery et coll. (1996). Il est important de 

mentionner que les lymphocytes étaient cultivés dans un milieu contenant du sérum foetal de veau 

dans la première étude, tandis que les cellules étaient cultivées dans un sérum autologue dans les 
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deux dernières études. Plus récemment, Jeffery et coll. (1997) ont observé une association inverse 

entre la prolifération lymphocytaire et le rapport acide oléique:acide linoléique présent dans la diète. 

1.1.7. Prévention et thérapie nutritionnelle des maladies cardio-vasculaires 

Le contrôle des facteurs de risque par le changement du style de vie ou la médication 

constitue la stratégie majeure pour la prévention primaire et secondaire des maladies coronariennes 

(National Cholesterol Education Program, 1994). Un régime alimentaire équilibré reste la base du 

traitement de divers facteurs de risque de la maladie athéromateuse tels l'hyperlipidémie, 

l'hypertension artérielle, et le diabète (Keys et coll., 1986; The Oslo Study Group, 1981; Mckeigue, 

1993). La compliance à un régime alimentaire adéquat peut dans beaucoup de cas éviter une thérapie 

médicamenteuse. Bien entendu, la prescription du régime nécessitera au préalable une bonne 

évaluation nutritionnelle des sujets et l'approche nutritionnelle devra être associée à d'autres mesures 

sanitaires telles que la suppression du tabac et l'augmentation de l'activité physique. 

1.1.7.1. Traitement de l'hyperlipidémie 

De nombreux essais cliniques ont démontré que le traitement de l'hyperlipidémie aboutit à 

une diminution de la progression de la maladie coronarienne chez les patients présentant une 

dyslipidémie. Le fondement de ce traitement réside sur: 1) la relation causale entre une diminution 

des HDL et une augmentation du risque de MCV, 2) l'association entre une réduction des LDL et 

une diminution de la morbidité et mortalité par MCV, et 3) l'existence d'une possible relation entre 

l'hypertriglycéridémie et les MCV (Tall et coll., 1998; Holme, 1995; Austin, 1991). 
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Le traitement d'une hyperlipidémie commence toujours par un régime adéquat. L"American 

Heart Association" (1996) recommande d'abaisser l'apport en lipides à 30% de l'apport énergétique 

total. En outre, l'apport en graisses saturées ne devrait pas dépasser 10% de l'apport énergétique 

total. On suggère de compenser la réduction d'acides gras saturés par une augmentation modérée 

d'acides gras mono et polyinsaturés (acides gras n-6 et n-3). Les acides gras n-6 et n-3 devraient 

représenter respectivement au moins 3% et 0.5% de l'apport énergétique total. Enfin, il est 

recommandé d'abaisser l'apport en cholestérol à moins de 300 mg/jour (American Heart 

Association, Krauss et coll., 1996). 

1.1.7.2. Traitement de l'hypertension artérielle 

Comme pour les dyslipidémies, des mesures nutritionnelles sont utilisées pour le traitement 

de l'hypertension. En général, la restriction calorique en cas d'excès pondéral est l'objectif principal 

poursuivi par ces mesures. Cet objectif est atteint essentiellement par la réduction de l'apport 

lipidique, la réduction d'apport en graisses saturées et leur remplacement par des graisses insaturées. 

À ce sujet, diverses études ont rapporté l'effet bénéfique des acides gras insaturés, qu'ils soient mono 

ou polyinsaturés (n-3 et n-6), sur le contrôle de la tension artérielle (Garguli et coll., 1986; Farinaro 

et coll., 1992). L'effet favorable des acides gras insaturés pourrait être imputable à la réduction de 

l'apport sodé (Farinaro et coll., 1992). Quelques études ont aussi mis en évidence une action 

hypotensive de certains acides gras monoinsaturés (Rasmussen et coll., 1993; Williams et coll., 

1987). 
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1.1.7.3. Traitement du diabète ou de l'insulino-résistance 

Le traitement du diabète ou de l'insulino-résistance vise à réduire l'apport lipidique à 30% 

de 1" appoil énergétique total, à réduire les graisses saturées, à apporter une quantité modérée d'acides 

gras polyinsaturés, et à privilégier les acides gras mono-insaturés. À ce propos, il semble qu'un 

régime riche en acides gras monoinsaturés représente une alternative valable au régime riche en • 

glucides pour les sujets atteints de diabète non-insulino dépendant (NIDDM), car il permet 

d'améliorer la glycémie, d'assurer un meilleur contrôle du profil lipidique et, grâce à un bon apport 

en antioxydants, de limiter les processus de peroxydation lipidique (Garg et coll., 1988; Garg, 1994; 

Bonanome et coll., 1991). 



58 

1.2. La lipoprotéine lipase 

1.2.1. Généralités 

La lipoprotéine lipase (LPL) est une glycoprotéine de 448 acides aminés et de 51 kD de poids 

moléculaire (58 kD après glycosylation) (Foubert et coll., 1996). Elle appartient à la famille des 

sérine-estérases qui comprend également la lipase hépatique et la lipase pancréatique (Auwerx et 

coll., 1992). La LPL est active sous forme homodimérique non covalente (Osborne Jr et coll., 

1989), et l'enzyme requiert, pour son activation, l'apo C II présente dans les HDL, les chylomicrons 

et les VLDL (Flier et Underhill, 1989). Chez les mammifères, la LPL est principalement synthétisée 

dans le tissu adipeux, le muscle cardiaque, et le tissu mammaire pendant la lactation (Chajek et coll., 

1977; Hietanen et Greenwood, 1977; Cryer et Jones, 1978; Cryer et Jones, 1987). L'enzyme est 

aussi exprimée, mais à des niveaux faibles, dans le cerveau (Gavin et coll., 1987; Ben-Zeev et coll., 

1990), les ovaires (Brannon et coll., 1978), les testicules (Kirchgessner et coll., 1989), le foie (Vilarà 

et coll., 1988; Peinado-Onsurbe et coll., 1992), les reins (Goldberg et coll., 1989), les poumons et 

les glandes surrénales (Semenkovich et coll., 1989; Kirchgessner et coll., 1989). La production de 

la LPL par les MDMs humains a été mise en évidence il y a une quinzaine d'années dans plusieurs 

laboratoires (Khoo et coll., 1981; Chait et coll., 1982; Lindquist et coll., 1983). Plus tard, il sera 

démontré que les CMLs vasculaires sécrètent aussi la LPL (O'Brien et coll., 1992; Jonasson et coll., 

1987). Après sa synthèse, la LPL est transportée par un mécanisme encore inconnu à la surface des 

capillaires sanguins où elle se fixe aux héparans sulfates des protéoglycans (HSPGs) de 

l'endothélium (Camps et coll., 1990). 
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Olivecrona et Bengtsson-Olivecrona (1990) ont rapporté que de faibles quantités de LPL sont 

présentes dans le plasma humain. La masse de la LPL plasmatique est beaucoup plus importante que 

son activité correspondante, suggérant que la majeure partie de l'enzyme dans le compartiment 

plasmatique soit catalytiquement inactive, probablement sous forme monomérique (Vilella et coll., 

1993; Olivecrona et coll., 1995). Une étude récente par Karpe et coll. (1998) rapporte que les tissus 

musculaire et adipeux sécrètent directement la LPL dans le plasma et que la majeure partie de 

l'enzyme sécrétée est inactive. La LPL plasmatique n'est pas en équilibre avec la LPL fixée à 

l'endothélium vasculaire; elle reflète plutôt un flux continu de l'enzyme des sites de synthèse dans 

les tissus périphériques vers les sites de dégradation dans le foie (Olivecrona et Bengtsson-

Olivecrona, 1990; Olivecrona et coll., 1995). L'héparine augmente énormément la masse de la LPL 

plasmatique (Karpe et coll., 1992; Watson et coll., 1995; Chevreuil et coll., 1993a). Olivecrona et 

Olivecrona (1995) ont rapporté que l'activité de la LPL post-héparine varie considérablement entre 

les individus normaux. L'activité de la LPL plasmatique augmente après la consommation d'un 

repas riche en gras (Karpe et coll., 1992) ou pendant l'infusion d'une émulsion lipidique (Peterson 

et coll., 1990; Hultin et coll., 1992). Il a été suggéré que la liaison des chylomicrons et des 

gouttelettes lipidiques à la LPL entraîne le détachement de l'enzyme des sites endothéliaux et son 

passage dans le plasma. Toutefois, l'absence de corrélation entre l'augmentation des triglycérides 

plasmatiques et celle de la LPL plasmatique suggèrent que les acides gras, plutôt que les 

lipoprotéines, puissent causer la relâche de la LPL dans le plasma (Karpe et coll., 1992; Peterson et 

coll., 1990; Watson et coll., 1995). 
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1.2.1.1. Propriétés enzymatiques de la LPL 

La LPL joue un rôle majeur dans le catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides, soit 

les VLDL et les chylomicrons (Olivecrona et Bengtsson-Olivecrona, 1993). L'action hydrolytique 

de la LPL entraîne, par clivage des liaisons esters des triglycérides, la formation de monoglycérides 

et de diglycérides et la libération d'acides gras utilisés comme source d'énergie par les cellules 

musculaires et cardiaques, ou stockés par les cellules adipeuses (Auwerx et coll., 1992). Par cette 

action, la LPL convertit également les chylomicrons en résidus et déclenche la cascade requise pour 

la conversion des VLDL en LDL (Chappell et Medh, 1998). Après hydrolyse des lipoprotéines 

riches en triglycérides, la LPL reste associée, sous sa forme dimérique, aux résidus de ces 

lipoprotéines (Zambon et coll., 1996). La quantité de LPL associée in vivo aux résidus de 

lipoprotéines est difficilement déterminable, mais ne semble pas excéder une molécule de LPL par 

particule de lipoprotéines (Beisiegel et Heeren, 1997). 

Alors que plusieurs évidences démontrent le rôle de la LPL dans le catabolisme des 

lipoprotéines riches en triglycérides, les résultats de plusieurs études suggèrent que l'activité de cette 

enzyme ne constitue pas l'étape limitante majeure de ce processus. Les arguments en faveur d'un 

rôle majeur de la LPL dans le métabolisme des triglycérides incluent l'observation selon laquelle 

l'augmentation de l'activité de la LPL induite par la surexpression de la LPL (Shimada et coll., 1993; 

Liu et coll., 1994; Zsigmond et coll., 1994) ou par l'administration de certains médicaments dont le 

NO-1886 (Tsutsuni et coll., 1995) et les fibrates ( Fôger et coll., 1994) diminue les niveaux 

plasmatiques de triglycérides, améliore la capacité de tolérance à une charge lipidique, et augmente 

les niveaux de HDL. Tel que mentidnné précédemment, il ne semble cependant pas que l'activité 
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de la LPL soit limitante pour le catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides. Chevreuil et 

coll. (1993) ont observé que l'administration d'héparine entraîne une augmentation de l'activité de 

la LPL plasmatique et une accélération subséquente de la lipolyse et de la clairance des résidus de 

chylomicrons chez le rat. Les lipoprotéines séjournant en grande partie dans la circulation où il y 

a peu ou pas de LPL, ces données suggèrent que le facteur limitant du catabolisme des lipoprotéines 

riches en triglycérides soit leur accès à la LPL fixée à l'endothélium vasculaire (Olivecrona et 

Olivecrona, 1995). À ce propos, Karpe et Hultin (1995) ont démontré l'existence d'une compétition 

entre des gouttelettes lipidiques et les VLDL plasmatiques pour la liaison aux sites lipolytiques 

endothéliaux, confirmant ainsi les travaux antérieurs de Brunzell et coll. (1973) rapportant une 

compétition entre les chylomicrons et les VLDL pour la lipolyse au niveau de l'endothélium 

vasculaire. Si l'activité de la LPL était l'étape limitante dans le catabolisme des lipoprotéines riches 

en triglycérides, on devrait s'attendre à une forte corrélation entre l'activité de la LPL et les niveaux 

de triglycérides plasmatiques. Or, les résultats de plusieurs études rapportent soit une faible, soit une 

absence de corrélation entre ces deux variables et suggèrent que les facteurs métaboliques soient plus 

importants que l'activité de la LPL comme facteurs limitants de lipolyse des triglycérides (Seed et 

coll., 1994; Jansen et coll., 1994; St-Armand et coll., 1995; Campos et coll., 1995; Taskinen et coll., 

1995; Tomvall et coll., 1995). Par ailleurs, l'observation selon laquelle les sujets présentant une 

mutation hétérozygote pour le gène de la LPL ont des niveaux lipidiques normaux, mais ont tendance 

à développer une hyperlipidémie lorsqu'exposés à des situations de stress métabolique telles que 

l'obésité (Julien et coll., 1997) et la grossesse (Ma et coll., 1994) suggèrent que l'activité de la LPL 

ne soit pas l'étape limitante du métabolisme des triglycérides. 
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1.2.1.2. Propriétés structurales de la LPI, 

De nombreuses évidences indiquent que la LPL stimule in vitro, indépendamment de son 

activité lipolytique, la liaison et la captation cellulaire des lipoprotéines incluant les chylomicrons, 

les VLDL, les LDL, et les HDL (Beisiegel et coll., 1991; Eisenberg et coll., 1992; Mulder et coll., 

1992; Rumsey et coll., 1992). Toutefois, il existe très peu de données sur le rôle structural de la LPL 

dans la captation des lipoprotéines in vivo. Dans une étude réalisée chez le rat, Skottova et coll. 

(1995) ont rapporté que la LPL augmente la clairance des résidus de chylomicrons lorsqu'elle est 

injectée directement au foie ou lorsqu'elle est ajoutée aux chylomicrons dans le liquide de perfusion. 

Ces résultats démontrent que la clairance des chylomicrons ne dépend pas seulement de l'activité 

lipolytique de la LPL, mais que la LPL augmente aussi leur clairance indépendamment de son 

activité catalytique. Très récemment, Merkel et coll. (1998) ont apporté une évidence directe du rôle 

physiologique de la LPL dans la captation des lipoprotéines in vivo. En effet, ces auteurs ont 

démontré que l'expression de LPL catalytiquement inactive dans les muscles de souris transgéniques 

augmente la captation des VLDL par le tissu musculaire. 

L'effet de la LPL dans la captation des lipoprotéines nécessite que l'enzyme se lie 

simultanément aux HSPGs, aux lipoprotéines, et aux récepteurs cellulaires. La liaison de la LPL aux 

HSPGs de la surface cellulaire a été démontrée par plusieurs groupes (Einseberg et coll., 1992; Ji 

et coll., 1995; Beisiegel et coll., 1994; Obunike et coll., 1994). Cette liaison est indispensable pour 

l'effet de la LPL sur le catabolisme des lipoprotéines, cet effet étant inhibé par le traitement des 

cellules à l'héparinase (Chappell et coll., 1993; Eisenberg et coll., 1992). La LPL étant présente dans 

le plasma en association avec les lipoprotéines, il a été suggéré que le complexe LPL-lipoprotéines 
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puisse se fixer directement aux HSPGs de la surface cellulaire (Vilella et coll., 1993; Olivecrona et 

Olivecrona, 1995; Carrero et coll., 1996; Choi et coll., 1995). 

Les récepteurs cellulaires liant la LPL incluent tous les membres de la famille du récepteur 

des LDL étudiés à ce jour, c'est-à-dire le récepteur des LDL, le "LDL receptor-related protein" 

(LRP), le récepteur Gp330, et le récepteur des VLDL (Chappell et Medh, 1998). Le LRP est 

impliqué dans l'induction par la LPL de la captation et de la dégradation cellulaire des chylomicrons 

(Beisiegel et coll., 1991), des VLDL (Chappell et coll., 1993), et des P-VLDL (Willnow et coll., 

1992). Le site de liaison de la LPL au LRP a été localisé dans le domaine carboxyl terminal de la 

molécule à l'intérieur des résidus 313 à 448 par Williams et coll. (1994) et à l'intérieur des résidus 

380 à 425 par Nykjaer et coll. (1994). Krapp et coll. (1995) ont proposé, quant à eux, les résidus 390 

à 421 comme étant responsables de l'interaction de la LPL avec le LRP. Il existe une controverse 

au sujet de la forme de la LPL susceptible de lier les lipoprotéines au LRP. Eisenberg et coll. (1992) 

ont suggéré que la forme monomérique de la LPL puisse être capable de lier les lipoprotéines et de 

favoriser leur interaction avec la surface cellulaire. Cette hypothèse a été confirmée par Williams 

et coll. (1994) qui ont démontré que la forme monomérique de la LPL est capable de médier la 

liaison des lipoprotéines au LRP. Au contraire, Nykjaer et coll. (1993) et Krapp et coll. (1995) ont 

démontré que seule la forme dimérique permet d'augmenter la liaison des lipoprotéines au LRP. 

Nykjaer et coll. (1994) ont aussi montré que la LPL monomérique se lie avec dix fois moins 

d'affinité au LRP que la forme dimérique et ont observé que la LPL monomérique est capable de 

concurrencer la LPL dimérique pour la liaison au LRP et d'inhiber, par conséquent, l'effet de la LPL 

dimérique sur la liaison et la captatiôn cellulaire des lipoprotéines. Dans l'ensemble, ces données 
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suggèrent que la quantité de LPL monomérique présente dans le plasma puisse constituer un 

paramètre important dans le catabolisme des résidus de lipoprotéines. 

Il a été démontré que la LPL stimule le catabolisme des LDL (Medh et coll., 1996) et des 

VLDL (Aviram et coll., 1993; Medh et coll., 1996; Mulder et coll., 1993) via le récepteur des LDL. 

Medh et coll. (1996) ont observé que, contrairement à son effet sur les VLDL, la LPL a un effet 

moins prononcé sur le catabolisme des LDL, suggérant que l'enzyme puisse stimuler davantage la 

liaison des lipoprotéines médiée par l'apo E que celle médiée par l'apo B100. Ces données sont 

consistantes avec le fait que les lipoprotéines riches en triglycérides sont les meilleurs substrats de 

la LPL et que l'apo E constitue le médiateur principal de la clairance des chylomicrons et des VLDL 

remnants (Chappell et Medh, 1998). 

Le récepteur des VLDL est principalement exprimé dans les tissus musculaire, adipeux, et 

cardiaque (Kwok et coll., 1997; Olivecrona et Olivecrona, 1995). La transfection de cellules 

déficientes en LRP avec le récepteur des VLDL augmente leur capacité d'intemaliser et de dégrader 

la LPL (Argraves et coll., 1995). De plus, les cellules ovariennes de hamster chinois co-transfectées 

avec le récepteur des VLDL et la LPL lient et dégradent les VLDL plus efficacement que les cellules 

transfectées avec le récepteur des VLDL seul (Takahashi et coll., 1995). Les données récentes de 

Merkel et coll. (1998) suggèrent que l'interaction de la LPL avec le récepteur des VLDL augmente 

la captation des VLDL dans les muscles de souris transgéniques. 
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Des études in vitro ont enfin démontré que la LPL se lie au récepteur Gp330 (Willnow et 

coll., 1992; Kounnas et coll., 1993). Selon Kounnas et coll. (1993), l'analogie de structure entre le 

récepteur Gp 330 et le LRP suggère que le récepteur Gp330 puisse faciliter la clairance des 

lipoprotéines associées à la LPL dans le plasma. Cette hypothèse n'a toutefois pas encore été 

vérifiée in vivo. 

1.2.2. Organisation et conservation du gène 

La séquence d'acide desoxyribonucléique (ADN) codant pour la LPL a été clonée dans un 

certain nombre d'espèces incluant l'humain (Kirchgessner et coll., 1989; Deeb et Peng, 1989; Oka 

et coll., 1990), la poule (Cooper et coll., 1992), le cochon d'Inde (Enerbâck et coll., 1987), et le 

bovin (Zechner et coll., 1991). Chez l'humain, le gène de la LPL est localisé sur le bras court (p22) 

du chromosome 8. Il est long d'environ 30 kilobases (kb) et comporte dix exons et neuf introns 

(Deeb et Peng, 1989). Le premier exon du gène de la LPL porte une région non codante, le peptide 

signal, et code pour les deux premiers acides aminés de la protéine mature, tandis que les autres 

acides aminés sont codés par les exons 2 à 9. L'exon 10, long de 1948 nucléotides, code pour la 

dernière base du codon stop qui est transcrit mais non traduit (Oka et coll., 1990; Wion et coll., 

1987). 

L'homologie de séquence de la protéine LPL est de l'ordre de 90% entre les mammifères et 

de plus de 83% entre les oiseaux et les mammifères (Enerbâck et Gimble, 1993). Au niveau de 

l'ADN complémentaite, l'homologie de séquence du gène est de 77 à 82% entre les mammifères et 

d'environ 61% entre ceux-ci et les oiseaux (Enerbâck et Gimble, 1993). Braun et Severson (1992) 
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ont montré que la LPL est conservée à 90% entre l'humain et l'espèce bovine, la souris, et le cochon 

d'Inde. 

Les mutations naturelles du gène de la LPL sont responsables de nombreuses anomalies 

métaboliques. En 1996, on rapportait plus de 70 mutations naturelles du gène de la LPL dans le 

monde entier (Murthy V et coll., 1996; Santamarina-Fojo, 1992; Lalouel et coll., 1992; Foubert et 

coll., 1996; Hayden et coll., 1991). La majorité des mutations identifiées sont des mutations faux 

sens, situées dans les exons 3, 4, 5, 6, et entraînant au niveau protéique la substitution d'un acide 

aminé par un autre et l'expression d'une molécule de LPL inactive (Foubert et coll., 1996). Il est 

important de mentionner que ces exons de la région centrale codent pour les domaines essentiels de 

la LPL et que leur degré de conservation inter-espèces est maximal (Foubert et coll., 1996). Le 

déficit homozygote en LPL est responsable de l'hyperchylomicronémie familiale, une dyslipidémie 

rare dont la fréquence est d'environ 1 sujet sur 1 million et qui est caractérisée essentiellement par 

l'accumulation de chylomicrons et de VLDL dans le plasma (Foubert et coll., 1996). On estime que 

la fréquence du déficit hétérozygote s'élève à 1/500 (Brunzell, 1989). Il faut signaler ici la fréquence 

exceptionnellement élevée de mutations du gène de la LPL chez les Canadiens-Français du Québec. 

Deux mutations majeures ont été observées dans cette population: les mutation 188 et 207. Les 

analyses de distribution géographique indiquent que la mutation 188 est très fréquente dans l'Ouest 

du Québec alors que la mutation 207 est communément rencontrée dans le Nord-Est de la province 

(Bergeron et coll., 1992; Normand et coll., 1992). La fréquence de porteurs hétérozygotes pour les 

différentes mutations du gène de la LPL peut atteindre 1/48 et 1/107 dans l'Est et dans l'Ouest du 

Québec, respectivement (Julien et coll., 1994). L'incidence du déficit homozygote dans le Nord-Est 



67 

du Québec a été estimée à au-moins un sujet sur 10000 (Julien et coll., 1994). La fréquence élevée 

des mutations de la LPL au Québec aurait pu influencer les résultats de certaines expériences décrites 

dans cette thèse, notamment celles testant l'effet du milieu conditionné des macrophages humains 

sur la prolifération des CMLs. Cette possibilité semble devoir être exclue par le fait que les 

donneurs de monocytes étaient recrutés parmi une population à caractère très largement 

multiethnique. 

1.2.3. Structure et domaines fonctionnels de la LPL 

La molécule de LPL est constituée d'un domaine NH2-terminal (acides aminés 1 à 312) et 

d'un domaine COOH-terminal (acides aminés 313 à 448) (Santamarina-Fojo, 1994; Wong et coll., 

1994). Le site catalytique de la LPL (Ser132, Asp156, His241) est situé dans le domaine NH2-

terminal de la molécule (Santamarina-Fojo, 1994). Ce site est placé au fond d'une poche 

hydrophobe recouverte par un "couvercle" qui en bloque l'accès. Ce "couvercle" est constitué d'une 

boucle hydrophile formée par un pont disulfure reliant les acides aminés cystéines en position 216 

et 239, et dont le déplacement permet l'interaction avec le substrat lipidique et le déclenchement de 

l'activité lipasique (Dugi et coll., 1992). Le segment comprenant 1'Asn125 et G1y142 pourrait 

constituer le site de liaison du substrat lipidique. On retrouve également dans le domaine NH2-

terminal le site de liaison de l'apo CII (Foubert et coll., 1996). 

Des études de mutagenèse dirigée (Ma et coll., 1994) et celles utilisant des chimères LPL-

lipase hépatique (Wong et coll., 1991; Santamarina-Fojo, 1994) ont mis en évidence l'importance 

du domaine NH,-terminal de la LPL dans sa liaison aux HSPGs exprimés à la surface de 
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l'endothélium vasculaire. Par contre, le rôle du domaine COOH-terminal de la LPL dans sa liaison 

aux HSPGs n'est pas encore bien déterminé. Alors que des études utilisant des chimères LPL-lipase 

hépatique (Wong et coll., 1991; Santamarina-Fojo, 1994) ont démontré l'implication de 50 acides 

aminés C-terminaux dans la liaison de la LPL aux HSPGs, des études de mutagenèse dirigée contre 

cette région n'ont pas révélé de baisse d'affinité de la liaison de la LPL aux HSPGs (Ma et coll., 

1994). 

Des études utilisant des chimères LPL-lipase hépatique et des anticorps spécifiques ont pour 

leur part démontré l'importance du domaine COOH-terminal dans l'interaction initiale et la 

spécificité de liaison de la LPL avec les lipoprotéines (Wong et coll., 1994). 

Santamarina-Fojo (1994) a proposé un modèle d'action de la LPL qui peut se résumer comme 

suit: la LPL sous sa forme homodimérique inactive, avec les deux unités "tête bêche" et n'exposant 

pas le site catalytique hydrophobe, serait rendue active après l'interaction du domaine COOH-

terminal avec les lipoprotéines riches en triglycérides. Cette interaction conduirait à une 

modification de la conformation de la LPL avec l'ouverture du "couvercle" et l'exposition du site 

catalytique. 

1.2.4. Mécanismes de régulation de la LPL 

1.2.4.1. Régulation transcriptionnelle 

Plusieurs études ont démontré la présence d'éléments cis dans le promoteur du gène de la 

LPL. Enerbâck et Gimble (1993) ont rapporté que les éléments cis présents dans presque toutes les 
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espèces incluent l'octamère 1" (Oct-1), les éléments du récepteur aux glucocorticoïdes (GRE), 

l'élément spécifique aux lipides (FSE2), et l'élément répondant à la thyroïde (TRE). Les éléments 

AP1, AP2, Spl, et LPa/f3 ne sont rencontrés quant à eux que dans quelques espèces. On suggère que 

les différences existant entre ces éléments puissent expliquer les variations dans l'expression 

tissulaire spécifique de la LPL (Enerbâck et Gimble, 1993). 

Plusieurs chercheurs ont utilisé des essais de liaison d'ADN et de transfection pour 

déterminer le rôle des éléments cis dans la régulation du gène de la LPL (Hua et coll., 1991; Previato 

et coll., 1991; Enerbâk et coll., 1992; Currie et coll., 1992). Ces auteurs ont identifié une protéine, 

le facteur protéique Oct-1, dont la reconnaissance par la séquence d'Oct-1 est nécessaire pour la 

transcription du gène de la LPL. À ce propos, Previato et coll. (1991) ont montré que l'introduction 

d'une mutation dans la séquence d'Oct-1 diminue significativement la transcription du gène de la 

LPL. Par ailleurs, Barcellini-Couget et coll. (1993) ont utilisé la technique d'oligonucléotides anti-

sens pour démontrer qu'une composante de l'élément cis AP-1, le c-fos, est impliquée dans la 

régulation transcriptionnelle de la LPL. 

Très récemment, Schoonjans et coll. (1996) ont démontré que les activateurs des 

"peroxisome proliferator-activated receptor" (PPAR) alpha et gamma régulent la transcription du 

gène de la LPL adipocytaire en stimulant la liaison du complexe PPARa ou y-récepteur de l'acide 

rétinoïque (RXR) au "peroxisome proliferator responsive element" (PPRE) du promoteur du gène 

de la LPL. 
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1.2.4.2. Régulation post-transcriptionnelle 

1.2.4.2.1. Stabilité du messager 

Il existe très peu de données sur la stabilité de l'acide ribonucléique messager (ARNm) de 

la LPL. White et coll. (1988) ont rapporté que la LPS diminue la stabilité de l'ARNm de la LPL des 

monocytes/macrophages humains. Une diminution d'environ 50% de la stabilité de l'ARNm de la 

LPL a été observée après traitement des monocytes/macrophages humains avec l'IFN-y (Jonasson 

et coll., 1990). Brault et coll. (1992) ont suggéré que la richesse en adénosine et en tyrosine de 

l'exon 10 puisse contribuer à la stabilité de l'ARNm de la LPL. Enerbâck et Gimble (1993) ont 

estimé pour leur part que l'analyse de la région 3 non traduite de l'ARNm de la LPL et l'étude de 

son interaction avec les protéines cellulaires sont nécessaires pour déterminer les mécanismes 

pouvant altérer la demi-vie de l'ARNm de la LPL. Très récemment, Ranganathan et coll. (1997) ont 

effectivement démontré que la traduction de la LPL adipocytaire est régulée par une protéine activée 

par les catécholamines et se liant à la région 3' de l'ARNm. Il est possible que la phosphorylation 

de cette protéine par la PKC puisse être impliquée dans la traduction de la LPL (Ranganathei et coll., 

1998). 

1.2.4.2.2. Glycosylation 

La glycosylation joue un rôle important dans la synthèse de la LPL, car elle est indispensable 

à la maturation et à la sécrétion de la protéine active (Bensadoun, 1991; Braun et Severson, 1992). 

Des études utilisant des inhibiteurs du transport intracellulaire des protéines ont permis de montrer 

que le processus de glycosylation se fait en plusieurs étapes. Il commence dans le réticulum 

endoplasmique pour ensuite se poursuivre dans les différents compartiments de l'appareil de Golgi 



71 

(Vannier et coll., 1985; Olivecrona et coll., 1987). Dans chacun des compartiments, différentes 

enzymes clivent ou ajoutent à la protéine différents résidus incluant le glucose, le mannose, le 

galactose, l'acide galacturonique, et l'acide sialique conduisant à la formation de chaînes 

d'oligosaccharides complexes (Braun et Severson, 1992). La LPL possède trois sites de 

glycosylation: Asn-43, Asn-257, et Asn-359 (Semb et Olivecrona, 1989; Semenkovich et coll., 

1990). Toutefois, seul le site Asn-43 est important pour l'activité et la sécrétion de la LPL (Ben-

Zeev et coll., 1994; Semenkovich et coll., 1990). 

1.2.4.2.3. Liaison de la LPL aux protéoglycans 

Après sa sécrétion, la LPL se fixe par une liaison ionique non spécifique aux protéoglycans 

exprimés à la surface des cellules (Camps et coll., 1990; Foubert et coll., 1996). On distingue 

plusieurs types de protéoglycans, ceux exprimés et retrouvés à la surface des cellules endothéliales 

et des MDMs humains étant essentiellement des HSPGs (Olivecrona et coll., 1983; Shimada et coll., 

1981; Edwards et coll., 1995). Une fois liée aux HSPGs, la LPL peut être relâchée ou internalisée 

dans la cellule où elle sera soit dégradée dans le compartiment lysosomial soit recyclée à la surface 

de la cellule (Cisar et coll., 1989; Saxena et coll., 1990). Les cellules endothéliales et les fibroblastes 

ne dégradent pas la LPL, ce qui indique que l'enzyme est préservée pour sa fonction extracellulaire, 

c'est-à-dire l'hydrolyse des lipoprotéines riches en triglycérides (Eckel, 1989). La relâche, le 

recyclage, ou la dégradation de la LPL liée à la surface cellulaire représentent des moyens très 

efficaces de régulation des niveaux plasmatiques de LPL (Cisar et coll., 1989; Olivecrona et coll., 

1993; Saxena et coll., 1990). Plusieurs études ont suggéré que les HSPGs puissent être attachés à 

la cellule par une molécule de glycosyl phosphatidylinositol (GPI) (Chan et coll., coll., 1988; Chajek- 
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Shaul et coll., 1989; Braun et Severson, 1991). Toutefois, l'incapacité de la phosphatidylinositol 

phospholipase C (PI-PLC) de réduire la liaison de la LPL à la surface des macrophages et des 

cellules endothéliales suggère que ce mécanisme ne soit pas présent dans ces cellules (Chajek-Shaul 

et coll., 1989; Saxena et coll., 1991). 

Langlois et coll. (1989) et Sweetser et coll. (1986) ont rapporté la présence dans la molécule 

de LPL d'une séquence similaire à celle de la famille des protéines liant les acides gras. Plus tard, 

Edwards et coll. (1994) ont démontré la présence de quatre à six sites de liaison des acides gras sur 

la molécule de LPL. Il a été rapporté que la présence d'une grande concentration d'acides gras libres 

dans le plasma entraîne la relâche de la LPL liée à l'endothélium vasculaire (Saxena et coll., 1989; 

Saxena et Goldberg, 1990). Ce mécanisme permettrait de prévenir une surcharge d'acides gras dans 

la cellule dans des conditions de lipolyse excessive (Saxena et coll., 1989). Il a été suggéré que les 

acides gras puissent réguler la relâche de la LPL de l'endothélium vasculaire par plusieurs 

mécanismes incluant le déplacement compétitif (Enerbâck et Bjursell, 1989), l'inhibition de l'activité 

de la LPL et la réduction de l'activité de l'apo CII (Olivecrona et Bengtsson, 1984). 

1.2.4.2.4. Interaction avec l'apo CII 

Comme nous l'avons souligné précédemment, la LPL requiert la présence de l'apo CII pour 

acquérir son activité enzymatique (Flier et Underhill, 1989; Enerbâck et Gimble, 1993). 
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1.2.5. Régulateurs physiologiques de la LPL 

1.2.5.1. L'état de jeûne et l'état post-prandial 

On ne dispose pas actuellement de données sur les effets de l'état de jeûne et de l'état post-

prandial sur la régulation de la LPL monocytaire/macrophagique. Par contre, on connaît très bien 

les effets de ces deux états sur la LPL produite par le tissu adipeux et le muscle cardiaque. En 

période post-prandiale, l'activité de la LPL augmente significativement dans le tissu adipeux alors 

qu'elle diminue dans le muscle cardiaque. À jeun, l'effet contraire se produit: l'activité de la LPL 

est supprimée dans le tissu adipeux et augmente dans le muscle cardiaque (Farese et coll., 1991; 

Olivecrona et coll., 1995). Alors que le mécanisme responsable de la suppression de l'activité de 

la LPL dans le tissu adipeux n'est pas connu, Olivecrona et coll. (1995) suggère que l'augmentation 

de l'activité de la LPL, au niveau du coeur, puisse être régulée par l'échange de la LPL entre le 

compartiment sanguin et les sites endothéliaux. Les différences dans le niveau d'activité de la LPL 

à l'état nourri et à l'état de jeûne reflètent les besoins énergétiques de l'organisme (Olivecrona et 

coll., 1995). En effet, le tissu adipeux stocke les graisses à l'état nourri, période pendant laquelle 

le muscle cardiaque utilise le glucose comme source première d'énergie. En période de jeûne, il se 

produit une lipolyse des triglycérides dans le tissu adipeux pour fournir l'énergie nécessaire à 

l'organisme (Chajek-Shaul et coll., 1985; Olivecrona et coll., 1995). Pendant ce temps, le muscle 

cardiaque modifie sa source principale d'énergie en délaissant le glucose pour les acides gras 

(Chajek-Shaul et coll., 1985). Plusieurs études ont démontré que les états post-prandial et de jeûne 

modifient peu les niveaux d'ARNm et les taux de synthèse de la LPL , suggérant que la régulation 

de l'activité de la LPL par ces états puissent impliquer des mécanismes post-translationnels (Semb 
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et Olivecrona, 1986; Semb et Olivecrona 1989; Ong et Kern, 1989; Enerbâck et coll., 1988; 

Doolittle et coll., 1990). 

Des études récentes suggèrent également une régulation nutritionnelle de la LPL plasmatique. 

Coppack et coll. (1996) ont rapporté que le tissu musculaire sécrète la LPL active dans le plasma à 

l'état post-prandial et à l'état de jeûne, alors que le tissu adipeux sécrète une faible quantité de LPL 

active à l'état post-prandial mais pas de LPL active à l'état de jeûne. Ces résultats sont surprenants 

quand on sait que l'activité de la LPL est plus élevée dans le tissu adipeux que dans le tissu 

musculaire. Les travaux récents de Karpe et coll. (1998) ont jeté une lumière nouvelle sur la 

régulation des concentrations de la LPL plasmatique. Ces auteurs ont démontré que les tissus 

musculaire et adipeux sécrètent tous deux la LPL dans le plasma à l'état post-prandial et à l'état de 

jeûne. Toutefois, ils ont noté une différence dans la sécrétion de la LPL par ces tissus. Alors que 

le tissu musculaire sécrète régulièrement la LPL active dans le plasma, le tissu adipeux conserve la 

LPL active et sécrète une importante quantité de LPL inactive. Le mécanisme par lequel le tissu 

musculaire sécrète la LPL active dans le plasma n'est pas encore connu. La majeure partie de la LPL 

dans le tissu adipeux se trouvant sous forme inactive (Bergii et coll. 1996), il est possible que cette 

LPL inactive soit relâchée dans le plasma pour une éventuelle dégradation dans le foie afin de 

permettre son renouvellement (Karpe et coll., 1998). 

1.2.5.2. Régulateurs hormonaux et nutritionnels 

La régulation hormonale de la LPL macrophagique est considérablement différente de celle 

observée dans d'autres tissus, notamment le tissu adipeux et le muscle cardiaque. 



75 

1.2.5.2.1. Les stéroides 

La régulation de la LPL macrophagique par les glucocorticoïdes a fait l'objet de nombreuses 

études. Il a été démontré que la dexaméthasone inhibe l'activité (Goldman, 1989; Goldman, 1990) 

et réduit la sécrétion de la LPL (Behr et Kraemer, 1986) par les macrophages murins. Il semble que 

l'augmentation des niveaux d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) induite par la 

dexaméthasone soit responsable de l'inhibition de la sécrétion de la LPL par les macrophages murins 

(Melmed et coll., 1983). En effet, l'AMPc stimule la lipase sensitive hormonale, ce qui entraîne une 

augmentation de la concentration intracellulaire des acides gras libres et l'inhibition de la sécrétion 

de la LPL (Khoo et coll., 1981; Khoo et coll., 1984). Au contraire, la dexaméthasone augmente la 

sécrétion et l'activité de la LPL par les monocytes/macrophages humains (Kraemer, 1992; Domin 

et coll., 1991; Auwerx et coll., 1989). L'effet de la dexaméthasone augmente avec le stade de 

différenciation des macrophages, l'expression des récepteurs aux glucocorticoïdes augmentant avec 

la maturation de ces cellules (Domin, 1991). 

Les niveaux de LPL adipocytaire sont plus élevés chez les rats femelles que chez les rats 

mâles et des études in vivo suggèrent une implication des stéroides sexuels (Eisenbâck et Gimble, 

1993). L'administration de progestérone à des rats femelles entraîne une augmentation significative 

de l'activité de la LPL dans le tissu adipeux paramétrial; au contraire, une réduction de l'activité de 

la LPL de l'ordre de 60% est observée après administration d'oestradiol (Gray et Wade, 1980; 

Pedersen et coll., 1992). Des études parallèles réalisées chez des rats mâles ont montré un effet 

similaire de l'oestradiol sur l'activité de la LPL dans le tissu adipeux épidymal, mais aucun effet de 

la progestérone (Gray et coll., 1980). 11 a été démontré que la progestérone augmente l'activité de 
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la LPL dans les adipocytes in vitro alors que le 17-P estradiol n'exerce aucun effet (Xu et Bjôm, 

1987). En se basant sur des essais de transfection du gène de la LPL, Peinado-Onsurbe et coll. 

(1992) ont suggéré que la régulation de l'activité de la LPL adipocytaire par la progestérone puisse 

se faire au niveau transcriptionnel. 

1.2.5.2.2. Insuline et IGF-1 

Alors qu'ils exercent un effet stimulant sur la synthèse et l'activité de la LPL adipocytaire 

(Appel et Fried, 1992; Kraemer et coll., 1998; Oliver et Rogers, 1993; Ewart et coll., 1997), 

l'insuline et 1'IGF-1 n'ont aucun effet sur la LPL macrophagique (Behr et Kraemer, 1986). Dans une 

étude utilisant des souris déficientes en insuline, Behr et Kraemer (1988) ont observé que 

l'administration d'insuline à ces souris affecte peu la sécrétion de la LPL macrophagique. Ils en ont 

par conséquent conclu que l'insuline ne régule pas directement la sécrétion de la LPL par les 

macrophages et ont suggéré que le diabète puisse modifier la sécrétion de la LPL macrophagique par 

des changements secondaires à la production d'effecteurs immunologiques. Alors qu'elle augmente 

la synthèse de la LPL adipocytaire de 42 à 48%, l'insuline n'a aucun effet sur les niveaux d'ARNm 

ou le taux de transcription de la LPL adipocytaire (Samuelsson et coll., 1991). Ces données 

suggèrent que l'effet de l'insuline sur les niveaux de la LPL adipocytaire puisse être régulé au niveau 

post-transcriptionnel (Semenkovich et coll., 1989). 

Des études in vitro ont montré que l'exposition des adipocytes 3T3-L1 à l'insuline cause la 

relâche de la LPL dans le milieu (Eckel et coll., 1978; Spooner et coll., 1979). Il a été proposé que 

l'effet de l'insuline sur la relâche de la LPL liée à la membrane cellulaire puisse se faire par 
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l'intermédiaire de la PI-PLC (Chan et coll., 1988). Cette suggestion découle de l'observation selon 

laquelle le traitement des cellules 3T3-L1 avec l'insuline ou la PI-PLC aboutit à un profil identique 

de libération de la LPL adipocytaire. La PI-PLC clive le lien GPI qui lie plusieurs molécules 

incluant les HSPGs à la surface cellulaire (Low, 1989). Comme nous l'avons souligné 

précédemment, la LPL n'est pas liée à la surface du macrophage par le lien GPI. Cela pourrait 

expliquer l'incapacité de l'insuline d'augmenter la relâche de la LPL macrophagique. 

1.2.5.2.3. Autres hormones 

Les études réalisées avec d'autres hormones ont montré que très peu d'entre elles affectent 

la régulation de la LPL macrophagique. Il a été démontré que la thyroxine n'a aucun effet sur la 

sécrétion de la LPL macrophagique (Behr et Kraemer, 1986). Il n'existe pas de données sur l'effet 

de l'hormone de croissance, de la prolactine et des catécholamines sur la production macrophagique 

de LPL. Par contre, il est connu que ces hormones contrôlent la production de la LPL par le tissu 

adipeux. La thyroxine induit une augmentation de la synthèse et de l'activité de la LPL 

macrophagique (Ong et coll., 1992; Saffari et coll., 1992). L'hormone de croissance augmente la 

transcription, les niveaux d'ARNm et l'activité de la LPL adipocytaire (Pradines-Figuère et coll., 

1990). La prolactine, quant à elle, augmente l'activité et les niveaux de l'ARNm de la LPL dans les 

glandes mammaires (Hang et Rillema, 1997; Spooner et coll., 1979), mais induit une légère 

diminution de son activité dans le tissu adipeux (Hamosh et coll., 1970). Finalement, il a été 

rapporté que les catécholamines diminuent la synthèse et l'activité de la LPL adipocytaire (Ashby 

et coll., 1978; Ong et coll., 1992). 
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1.2.5.2.4. Les cytokines 

L'effet de diverses cytokines sur la régulation de la LPL tant adipocytaire que macrophagique 

a fait l'objet de nombreuses études. Il a été rapporté que 1'IL-1 inhibe jusqu'à 80% l'activité de la 

LPL produite par les adipocytes murins (Gimble et coll., 1989; Price et coll., 1986; Grégoire et coll., 

1992). Cette inhibition d'activité est associée à une diminution de la synthèse de la LPL (Price et 

coll., 1986). L'IL-1, au contraire, n'a aucun effet sur l'activité de la LPL produite par les 

monocytes/macrophages humains, à moins que cette lymphokine soit ajoutée immédiatement après 

la mise en culture des cellules (Querfeld et coll., 1990). L'IFN-y inhibe jusqu'à 80% l'activité de 

la LPL adipocytaire (Patton et coll., 1986; Grégoire et coll., 1992). Cette cytokine diminue jusqu'à 

50% l'activité et la synthèse de la LPL sécrétée par les monocytes/macrophages humains (Jonasson 

et coll., 1990). De nombreuses études ont rapporté l'effet inhibiteur du INFOE sur l'activité de la 

LPL adipocytaire (Kern et coll., 1995; Kern, 1997; Fried et Zechner, 1989). Morin et coll. (1995) 

ont démontré que le TNFec inhibe la transcription du gène de la LPL en empêchant la liaison d'au 

moins deux protéines nucléaires, incluant le facteur nucléaire Y (NF-Y), au promoteur du gène. 

L'IL-6 et le facteur inhibiteur de leucémie (LIF), deux protéines dont les récepteurs 

transmembranaires contiennent la protéine gp130, diminuent l'activité de la LPL dans les adipocytes 

3T3-L1 (Greenberg et coll., 1992). 

White et coll. (1988) ont démontré que la LPS diminue l'activité de la LPL sécrétée par les 

monocytes/macrophages humains. Étant donné que la LPS stimule la production de TNFa par les 

macrophages et que cette cytokine inhibe la production de LPL par les cellules 3T3-L1, ces auteurs 

ont examiné la possibilité que le TNFa puisse médier l'effet inhibiteur de la LPS sur la production 



79 

de LPL par les macrophages humains. Le traitement des macrophages avec du TNFa humain 

recombinant à des doses allant jusqu'à 1000 U/ml n'a eu aucun effet sur l'activité de la LPL 

macrophagique. De plus, l'effet inhibiteur de la LPS sur la LPL n'a pu être bloqué par un anticorps 

monoclonal anti-TNFa , suggérant par conséquent une action inhibitrice directe de la LPS (White 

et coll., 1988). 

Tengku-Muhammad et coll. (1996) ont examiné l'effet de plusieurs cytokines sur la 

régulation de la LPL dans la lignée macrophagique J774.2. Ils ont observé que l'exposition de ces 

macrophages à 1'IL-1, 1'interleukin-11 (IL-11), l'IFNy et le TNFa aboutit à une diminution dose-

dépendante de l'activité de la LPL, de son niveau d'ARNm et du contenu en LPL des macrophages. 

Au contraire, 1'IL-6 et le LIF n'affectent pas l'expression de la LPL (Tengku-Muhammad et coll., 

1996). Très récemment, le même groupe a examiné l'effet d'une combinaison de cytokines sur la 

régulation de la LPL dans les macrophages J774.2 (Tengku-Muhammad et coll., 1998). Ils ont 

observé que le degré de suppression de l'activité de la LPL induite par les combinaisons de IL-1 et• 

IL-11, IL-1 et TNFa, IL-11 et TNFa, et IL-11 et IFNy est considérablement moins élevé que celui 

attendu en cas d'effet additif de ces cytokines. Au contraire, la co-exposition des cellules à IFNy 

et LIF, IL-6 et LIF, et IFNy et TNFa a entraîné une suppression synergistique de l'activité de la LPL. 

La réduction maximale de l'activité de la LPL et le degré de synergisme maximal sont produits avec 

la combinaison IFNy et TNFa (Tengku-Muhammad et coll., 1998). La synergie entre ces deux 

cytokines est aussi observée lorsque les cellules sont d'abord exposées à l'IFNy , lavées, puis 

stimulées avec le TNFa. De plus, la réduction de l'activité de la LPL par la combinaison TNFa et 

IFNy est associée à une diminution comparable des niveaux d'ARNm de la LPL, suggérant que les 
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changements dans l'activité de l'enzyme puissent être régulés au niveau transcriptionnel (Tengku-

Muhammad et coll., 1998). Dans l'ensemble, ces données suggèrent que la combinaison de 

cytokines plutôt que la présence ou l'absence d'une cytokine spécifique puisse jouer un rôle 

important dans la régulation de la LPL macrophagique. 

1.2.5.2.5. Les prostaglandines 

De Sanctis et coll. (1994) ont rapporté qu'en présence de PGE„ les macrophages murins 

démontrent une diminution significative de la sécrétion ainsi que des niveaux d'ARNm de la LPL. 

Ces auteurs ont aussi montré une augmentation considérable de la production d'AMPc par les 

macrophages traités avec la PGE,. Le traitement direct des macrophages avec l'AMPc a entraîné 

une diminution des niveaux d'ARNm et de l'activité de la LPL (De Sanctis et coll., 1994). Ces 

données corroborent ainsi celles de Behr et Kraemer (1986) et Melmed et coll. (1983) rapportant que 

les substances qui augmentent la concentration intracellulaire d'AMPc inhibent la sécrétion de la 

LPL. Il est connu que les macrophages sécrètent des prostaglandines en présence de LPS (Kawada 

et coll., 1992; Victorov et Hoek, 1995; Delong et coll., 1999). Dans le but de tester la possibilité que 

la production de PGE, puisse être responsable de l'inhibition de la sécrétion de la LPL causée par 

la LPS, De Sanctis et coll. (1994) ont traité les macrophages murins avec de l'indomethacine, une 

substance qui bloque la voie de synthèse des prostaglandines, avant l'exposition des cellules à la 

LPS. Leurs résultats démontrant une diminution de l'effet inhibiteur de la LPS en présence 

d'indomethacine suggèrent que les prostaglandines soient des inhibiteurs puissants de l'expression 

du gène de la LPL et médient partiellement l'effet inhibiteur de la LPS sur la sécrétion de LPL 

macrophagique. 
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1.2.5.2.6. Les oxystérols 

Les oxystérols sont des molécules biologiquement actives libérées lors de l'oxydation des 

LDL. La présence d'oxystérols dans la lésion athérosclérotique humaine a été documentée ( Chisolm 

et coll., 1994; Mattsson Hultén et coll., 1996; O'Brien et coll., 1996). L'incubation des MDMs 

humains avec le 7P-hydroxycholestérol (713-OH) et le 25-hydroxycholestérol (25-0H) réduit de 

manière dose dépendante les niveaux d'ARNm et l'activité de la LPL (Mattsson Hultén et coll., 

1996). Au contraire, les niveaux d'ARNm de la LPL sont inchangés par l'exposition des 

macrophages au cholestérol, 7a-hydroxycholestérol, 7-cétocholestérol, 5,6a epoxycholestérol, 

cholestane-3f3-5a-6P-triol, 24-hydroxycholestérol ou le 27-hydroxycholestérol. Toutefois, le 

cholestane-3P-5a-6P-triol et le 27-hydroxycholestérol diminuent l'activité de la LPL macrophagique 

(Mattsson Hultén et coll., 1996). 

Stengel et coll. (1998) ont examiné l'effet du degré d'oxydation des LDL sur la sécrétion et 

les niveaux d'ARNm de la LPL des MDMs humains. Ces auteurs ont observé que les LDL natives, 

les LDL acetylées, et les LDL oxydées pendant moins de 6 heures (LDL moyennement oxydées) 

n'affectent pas l'expression de la LPL macrophagique. Par contre, l'exposition des macrophages 

aux LDL fortement oxydées (oxydation> 6 heures) entraîne une diminution significative de l'activité 

et des niveaux d'ARNm de la LPL. Stengel et coll. (1998) ont en outre observé que 1) parmi les 

oxystérols formés au cours de l'oxydation des LDL, seul le 7P-OH induit une faible réduction de 

l'activité de la LPL, et 2) la LysoPC, dont la concentration augmente avec le degré d'oxydation des 

LDL, induit une forte réduction de l'activité et des niveaux d'ARNm de la LPL. Cette dernière 

observation suggère que la LysoPC puisse jouer un rôle important dans l'inhibition de l'expression 
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de la LPL par les macrophages humains (Stengel et coll., 1998). Par ailleurs, en incubant les 

macrophages dans les mêmes conditions que celles de Mattsson Hultén et coll. (1996), c'est-à-dire 

dans un milieu contenant 10% de sérum humain et 10% de sérum foetal de veau (FCS), Stengel et 

coll. (1998) ont observé que le 25-0H induit également une diminution significative de l'activité de 

la LPL. Ces auteurs suggèrent que la différence de réponse de la LPL macrophagique au 25-0H soit 

due à l'addition de FCS dans le milieu, introduisant par ce fait des facteurs de croissance susceptibles 

de potentialiser l'effet du 25-0H. 

L2.5.2.7. Le PDGF et le M-CSF 

Le PDGF existe sous trois isoformes, soient PDGF-AA, PDGF-BB, et PDGF-AB (Hafizi et 

coll., 1998; Oikawa et coll., 1994). Le PDGF-BB est le principal isoforme sécrété par les 

macrophages humains (Ross et coll., 1990). Ayant observé que la différenciation des monocytes 

humains en macrophages est associée à l'expression des récepteurs au PDGF, Inaba et coll. (1995) 

ont examiné le rôle du PDGF-BB dans l'expression de la LPL macrophagique. Ils ont noté que 

l'incubation des macrophages humains avec le PDGF-BB augmente l'activité de la LPL de manière 

dose et temps dépendante. De plus, ils ont montré que le PDGF-BB augmente la synthèse "de novo" 

de l'ARNm de la LPL et que son action est médiée par l'activation de la PKC. Le PDGF-BB agirait 

sur l'expression de la LPL en stimulant la prolifération, la différenciation, et la maturation des 

monocytes/macrophages humains (Inaba et coll., 1995). 

Le M-CSF stimule la synthèse de la LPL par les macrophages humains et les macrophages 

alvéolaires de rats (Inaba et coll., 1995). De leur côté, Mori et coll. (1991) ont démontré que le M- 
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CSF augmente la synthèse d'ARNm de la LPL et la sécrétion de l'enzyme. Ils ont aussi observé que 

le M-CSF stimule la maturation et la différenciation des macrophages humains et alvéolaires de rats. 

Ces données suggèrent que le M-CSF puisse agir, comme le PDGF-BB, sur l'expression de la LPL 

par sa capacité de stimuler la prolifération, la différenciation et la maturation des macrophages (Inaba 

et coll., 1995; Mori et coll., 1991). 

1.2.5.2.8. Les nutriments 

L'acide rétinoïque inhibe in vitro l'activité de la LPL adipocytaire (Oliver et Rogers, 1993). 

En outre, il supprime l'augmentation de l'activité de la LPL adipocytaire induite par l'insuline. Cette 

suppression de l'activité de la LPL corrèle avec une diminution de la synthèse de la protéine sans 

changement dans la stabilité de l'ARNm (Oliver et Rogers, 1993). Des résultats similaires sont 

obtenus avec les macrophages murins (Goldman, 1990). Ces observations suggèrent que l'effet de 

l'acide rétinoïque sur l'expression de la LPL puisse se réaliser au niveau post-transcriptionnel. Il a 

été postulé que les effets de l'acide rétinoïque puissent être secondaires à son effet régulateur sur la 

production de TGF-P (Defacque et coll., 1999; Petruschke et coll., 1994), ce dernier inhibant 

l'activité et le niveau d'ARNm de la LPL dans les adipocytes murins (Friedman et coll., 1995; 

Friedman et coll., 1991). 

Les AGPI n-3 augmentent l'activité de la LPL plasmatique pré-et post-héparine aussi bien 

chez les patients hypertriglycéridémiques que chez les individus normaux (Harris et coll., 1997; 

Zampelas et coll., 1994). Cet effet se traduit par une diminution des niveaux de triglycérides 

plasmatiques à l'état post-prandial (Zampelas et coll., 1994). 11 a été rapporté que les AGPI n-3 
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augmentent les niveaux d'ARNm de la LPL dans le tissu adipeux des patients diabétiques (Luo et 

coll., 1998). Par ailleurs, Renier et coll. (1993) ont observé que les macrophages prélevés de souris 

nourries par une diète enrichie en huile de poisson ont une expression et une production de LPL 

diminuées. Le mécanisme responsable de l'effet de l'huile de poisson sur la production de la LPL 

macrophagique n'est pas connu. Il est toutefois possible que l'effet de cette huile soit lié à sa 

capacité de diminuer la taille et le contenu en lipides neutres des lipoprotéines, et/ou le nombre de 

particules de VLDL sécrétées (Parks et Rudel, 1990). 

Très récemment, Sartippour et coll. (1998) ont démontré que le glucose stimule l'expression 

et la production de la LPL par les macrophages murins et humains. Ces auteurs ont démontré que 

le glucose exerce son effet au niveau de la transcription du gène de la LPL et que cet effet est médié 

partiellement par la protéine c-fos. Bien que la régulation de la LPL macrophagique ne soit pas 

encore suffisamment étudiée chez les patients diabétiques, ces données suggèrent que 

l'hyperglycémie puisse augmenter la synthèse de la LPL par les macrophages dans la paroi vasculaire 

et que cette altération puisse contribuer au développement de l'athérosclérose associée au diabète. 

1.2.6. Rôle de la LPL dans la biologie des macrophages 

Le rôle physiologique de la sécrétion de la LPL par les macrophages n'est pas bien compris. 

Le fait que les macrophages en prolifération expriment des niveaux élevés de LPL alors que les 

macrophages matures, non proliférants n'en expriment que peu suggère un rôle de la LPL dans 

l'approvisionnement énergétique de la cellule durant la période de multiplication cellulaire et lors 

d'états caractérisés par une augmentation des demandes métaboliques (Goldman et Sopher, 1989). 
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Il est possible que la sécrétion de la LPL par les macrophages puisse permettre l'hydrolyse des 

triglycérides locaux et la production d'acides gras, ceux-ci constituant une source énergétique pour 

ces cellules (Newsholme et coll., 1987). 

1.2.7. Effets potentiels de la LPL dans le processus athérosclérotique 

La mise en évidence de la sécrétion de la LPL par les MDMs humains et les CMLs dans la 

lésion athéromateuse (O'Brien et coll., 1992; Yla-Herttuala et coll., 1991) a suggéré un rôle de cette 

enzyme dans le développement de l'athérosclérose. Cette hypothèse a été renforcée par l'étude de 

Renier et coll. (1993) démontrant que les macrophages isolés de souris susceptibles à 

l'athérosclérose surexpriment la LPL comparativement aux macrophages isolés de souris résistantes 

à l'athérosclérose. Bien que la LPL puisse exercer un effet périphérique antiathérogénique, de 

nombreuses évidences suggèrent que l'enzyme sécrétée dans la paroi vasculaire puisse promouvoir, 

par ses propriétés enzymatiques et structurales, le développement de l'athérosclérose (Tableau 2). 

1.2.7.1. Effet pathologique de la LPL sur la paroi artérielle 

En hydrolysant les triglycérides des chylomicrons et des VLDL, la LPL plasmatique entraîne 

la production d'acides gras libres (AGLs) et de lysolecithine. Ces produits hydrolytiques peuvent 

stimuler, au niveau de la paroi artérielle, l'expression de certains facteurs de croissance et de 

molécules d'adhésion impliqués dans le processus athérogénique (Goldberg, 1996). Les AGLs 

peuvent aussi compromettre la fonction de barrière de l'endothélium vasculaire, favorisant une 

infiltration de lipoprotéines athérogéniques (Hennig et coll, 1984; Rutledge et coll., 1997). De plus, 

la production induite par la LPL des résidus de lipoprotéines (VLDL et chylomicrons remnants) peut, 



86 

Tableau 2. Arguments plaidant en faveur ou contre un rôle de la LPL dans l'athérogenèse 

(Olivecrona et Olivecrona, 1995). 

Propriétés anti-athérogéniques de la LPL: 

- promotion d'un profil lipidique non-athérogénique par la lipolyse effective des lipoprotéines 

riches en triglycérides; 

- stimulation de la clairance hépatique des lipoprotéines et des résidus de chylomicrons; 

- genèse de substrats nécessaires à la formation des HDL; 

- diminution de la nécessité d'un efflux secondaire de lipoprotéines hépatiques par l'apport de 

lipides aux tissus extra-hépatiques; 

- induction de l'expression de la NO synthase dans les macrophages; 

- possible contribution dans la clairance des lipides extracellulaires originant des tissus 

endommagés. 

Propriétés pro-athérogéniques de la LPL 

- transformation des lipoprotéines riches en triglycérides larges et non athérogéniques en résidus 

athérogéniques; 

- production de LDL; 

- médiation de la liaison de diverses lipoprotéines aux HSPGs exprimés à la surface cellulaire et 

à la matrice extracellulaire; 

- augmentation de peroxydation des lipoprotéines par leur rétention dans la matrice 

extracellulaire; 

- stimulation de la captation des lipoprotéines par les macrophages; 

- médiation du transfert de cholestérol et des esters de cholestérol des lipoprotéines vers les 

cellules, indépendamment de son activité enzymatique; 

- compétition entre les formes monomérique et dimérique de la LPL pour leur liaison aux 

récepteurs cellulaires. 
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en augmentant leur concentration au niveau de la surface artérielle, faciliter leur infiltration dans la 

paroi vasculaire (Goldberg, 1996). 

1.2.7.2. Rôle de la LPL dans la rétention des lipoprotéines 

Plusieurs études ont démontré que la LPL augmente la rétention des lipoprotéines à la matrice 

extracellulaire et aux HSPGs exprimés à la surface des cellules (Makoveichuk et coll., 1998; 

Williams et coll., 1995; Saxena, 1993; Auebarch, 1996; Eisenberg, 1992). Très récemment, 

Rutledge et coll. (1997), utilisant un modèle d'artère de hamster perfusée, ont montré que la LPL 

associée aux glycosaminoglycans de la paroi artérielle se lie aux LDL, augmente la rétention de ces 

lipoprotéines et diminue leur efflux de la paroi artérielle. Par ailleurs, Tabas et coll. (1993) ont 

rapporté un effet combiné de la LPL et de la sphingomyelinase (SMase) sur l'augmentation de la 

liaison des LDL et de la Lp(a) à la matrice extracellulaire. Ces auteurs ont suggéré que cet effet 

puisse contribuer de manière considérable au développement du processus athérogénique, des 

concentrations élevées de LDL et de Lp(a) étant associées à une augmentation des risques de 

maladies coronariennes (Armstrong et coll., 1986). 

Par son effet sur la rétention des LDL à la matrice sous-endothéliale, la LPL pourrait aussi 

favoriser indirectement le recrutement des monocytes dans la paroi artérielle. En effet, les LDL 

faiblement modifiées stimulent la synthèse de substances chimiotactiques des monocytes par les 

cellules endothéliales et les CMLs (Cushing et coll., 1990). Les LDL fortement oxydées ont pour 

leur part une activité chimiotactique directe envers les monocytes et les lymphocytes T (Quinn et 
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coll., 1987; McMunay et coll., 1993) et stimulent l'expression de molécules d'adhésion à la surface 

des cellules endothéliales (Kume et coll., 1992). 

1.2.7.3. Rôle de la LPL dans la captation des lipoprotéines par les macrophages et les cellules 

musculaires lisses 

En facilitant la rétention des lipoprotéines athérogéniques dans la matrice sous-endothéliale, 

la LPL peut contribuer à leur accumulation dans les macrophages et les CMLs et, par conséquent, 

à la formation de cellules spumeuses, présentes de manière caractéristique dans les stries lipidiques 

(Hendricks et coll., 1996; Stein et coll., 1993) (Fig. 3). La LPL pourrait faciliter la captation des 

lipoprotéines par les macrophages par deux voies: une voie médiée par les récepteurs cellulaires et 

une voie indépendante de ceux-ci. 

Eisenberg et coll. (1992) ont suggéré que la LPL, en facilitant l'interaction entre les HSPGs 

et les lipoprotéines, puisse rapprocher les lipoprotéines de la surface cellulaire et ainsi faciliter le 

transfert des particules lipoprotéiniques aux récepteurs cellulaires. Plusieurs études ont rapporté que 

la conversion induite par la LPL des chylomicrons et des VLDL en particules résiduelles aboutit à 

l'augmentation de leur captation par les macrophages (Lindqvist et coll., 1983; Ostlund-Lindqvist, 

1983; Bates et coll., 1984). Selon Kraemer (1992), cet effet de la LPL pourrait être dû à au moins 

deux facteurs: 1) le changement dans la conformation des apoprotéines induit par la lipolyse des 

triglycérides, changement aboutissant à une augmentation de l'affinité des particules résiduelles pour 

le récepteur des LDL, et 2) l'augmentation d'affinité des particules résiduelles pour le récepteur des 

LDL suite à la perte d'apoC-II pendant la lipolyse (Windler et coll., 1980). 11 a aussi été démontré 
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que l'hydrolyse des triglycérides des LDL par la LPL augmente considérablement la captation des 

LDL par les macrophages (Aviram et coll., 1988). 

La captation des lipoprotéines par les macrophages par la voie indépendante des récepteurs 

cellulaires peut se produire par la phagocytose d'agrégats de lipoprotéines ou de complexes 

constitués de lipides, de protéines, et d'éléments de la matrice extra-cellulaire (Brown et Goldstein, 

1983). Rumsey et coll. (1992) ont démontré que les macrophages ont la capacité de dégrader les 

résidus de chylomicrons par phagocytose (Rumsey et coll., 1992). Ces auteurs ont proposé 

l'existence d'un mécanisme similaire pour la dégradation des LDL natives par les macrophages. 

Plus spécifiquement, ils ont suggéré que les LDL natives puissent être intemalisées avec la LPL et 

les HSPGs de la surface cellulaire. Outre leur capacité de phagocytose, les macrophages peuvent 

accumuler des lipides grâce à l'action hydrolytique de la LPL. En effet, les acides gras libérés au 
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Figure 3. Effets de la LPL sur la paroi artérielle et sur la captation des lipoprotéines par les 

macrophages et les CMLS. En hydrolysant les triglycérides des VLDL et des chylomicrons, la LPL 

plasmatique entraîne la production d'acides gras (AG) et de lysolecithine (Lyso) pouvant altérer la 

fonction de barrière de l'endothélium vasculaire et favoriser l'infiltration de lipoprotéines 

athérogéniques. En augmentant la rétention de ces lipoprotéines à la matrice sous-endothéliale, la 

LPL stimule leur captation par les MDMs et les CMLs et la formation de cellules spumeuses. 

cours de l'hydrolyse des chylomicrons et des VLDL peuvent être captés et réestérifiés par les 

macrophages, induisant dès lors une accumulation des triglycérides dans les cellules (Mamo et coll., 

1996; Lindqvist et coll., 1983; Ostlund-Lindqvist et coll., 1983). 

La LPL contribue à l'accumulation des lipoprotéines dans les CMLs par des mécanismes 

spécifiques. Elle augmente notamment la liaison des 13-VLDL aux HSPGs présents à la surface des 
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CMLs (Stein et coll., 1993). Le complexe ainsi formé pourrait soit être capté dans son ensemble par 

endocytose par les CMLs, soit permettre uniquement le transfert des esters de cholestérol des f3-

VLDL aux CMLS (Stein et coll., 1993). La LPL sécrétée par les macrophages peut aussi régir le 

transfert des esters de cholestérol présents dans l'athérome vers les CMLS. En facilitant ce 

• processus, la LPL fonctionnerait comme une protéine de transfert (Stein et coll., 1994). 
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1.3. Hypothèses de travail 

De nombreuses évidences indiquent que les monocytes/macrophages humains jouent un rôle 

important dans la formation de la lésion athérosclérotique. L'adhésion des monocytes à 

l'endothélium vasculaire est un des événements précoces de l'athérogenèse (Schwartz et coll., 1991). 

Ce processus est suivi de la migration des monocytes dans l'intima de la paroi artérielle et de leur 

transformatiom en macrophages (Butcher, 1991; Valente, 1992). Le processus de différenciation 

des monocytes humains en macrophages est associé au développement de .plusieurs nouvelles 

fonctions incluant la capacité de sécréter la LPL (Chait et coll., 1982; Mahoney et coll., 1982) et de 

répondre de manière accrue à divers agents activateurs (Gessani et coll., 1993). 

La LPL se lie aux protéoglycans de la matrice extracellulaire et à ceux exprimés à la surface 

de diverses cellules incluant les cellules endothéliales, les monocytes/macrophages, et les CMLs 

(Tabas et coll., 1995; Shimada et coll., 1981; Edwards et coll., 1995; Sivaram et coll., 1992; O'Brien 

et coll., 1994). L'augmentation de la concentration des protéoglycans à la surface cellulaire au cours 

de la différenciation des monocytes en macrophages (Edwards et coll., 1995) explique la capacité 

accrue des MDMs, comparativement à celle démontrée par les monocytes, à lier la LPL. 

Alors que la LPL semble, en favorisant l'élimination de lipoprotéines plasmatiques, avoir un 

rôle anti-athérogénique, de nombreuses évidences suggèrent que l'enzyme exerce un effet pro-

athérogénique au niveau de la paroi artérielle. La LPL est impliquée dans la rétention des 

lipoprotéines dans la paroi vasculaire (Williams et coll., 1995; Saxena, 1993) ainsi que dans leur 

captation par les macrophages (Hendricks et coll., 1996) et les CMLS (Stein et coll., 1993; 
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Eisenberg, 1992). Renier et coll. (1993) ont observé qu'une production élevée de LPL 

macrophagique dans le modèle murin est associée à une susceptibilité accrue à l'athérosclérose. Ces 

auteurs ont aussi montré que la LPL induit l'expression et la production de TNFa par les 

macrophages murins en induisant l'activation de la PKC (Renier et coll., 1994a, 1994b). Le TNFa 

favorisant le développement de l'athérosclérose, ces auteurs ont suggéré que l'effet inducteur de la 

LPL sur la production de TNFa puisse représenter un nouveau mécanisme par lequel l'enzyme 

contribue au développement de cette maladie. 

La migration et la prolifération des CMLs vasculaires sont des caractéristiques essentielles 

de l'athérogenèse. Il a été démontré que la PKC médie la prolifération des CMLs en réponse à 

plusieurs stimuli (Lee et Severson, 1994; Haller et coll., 1995). L'observation selon laquelle la LPL 

induit l'activation de la PKC dans les macrophages murins (Renier et coll., 1994b) suggère qu'elle 

puisse exercer le même effet dans les CMLs. 

Le but de notre projet de recherche est d'examiner le rôle proathérogénique de la LPL au 

niveau vasculaire. 

Les hypothèses de notre travail sont que: 

1) La LPL augmente l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales en se liant aux 

HSPGs exprimés à la surface de ces cellules; 

2) La LPL est une molécule de signalisation capable de réguler l'expression génique des 

monocytes et des MDMs humains; 
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3) La LPL stimule directement ou indirectement la prolifération des CMLs en activant la 

PKC ou en augmentant la sécrétion par les MDMs des facteurs mitogéniques pour les CMLs. 

Les objectifs spécifiques de notre travail sont: 

1) de caractériser le rôle de la LPL dans l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales 

en examinant la capacité de la LPL liée aux cellules endothéliales de promouvoir l'adhésion 

des monocytes humains à l'endothélium; 

2) d'étudier l'effet direct de la LPL sur l'activation des monocytes et des MDMs humains 

en mesurant l'expression et la production de TNFOE par les monocytes humains fraîchement 

isolés et les MDMs traités par la LPL; 

3) d'examiner le rôle de la LPL dans la prolifération des CMLs en mesurant l'effet direct et 

indirect, c'est-à-dire médié par la relâche de cytokines macrophagiques, de la LPL sur la 

prolifération des CMLs. 
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ABSTRACT 

LPL-mediated lipolysis of VLDL has been demonstrated to increase U937 monocyte 

adhesion to endothelial cells. In the present study, we evaluated the ability of LPL to enhance 

human monocyte adhesion to bovine aortic endothelial cells (BAEC) in the absence of exogenous 

lipoproteins. Exposure of BAEC to 1 ug/m1 LPL at 37°C resulted in a significant increase in 

monocyte adhesion over control values. Addition of VLDL in the culture media further enhanced 

the LPL effect. A significant increase in monocyte adhesion was also observed when BAEC were 

incubated with LPL at 4 °C. Heparin or heparinase treatment of BAEC totally abolished the LPL 

stimulatory effect on monocyte adhesion. In addition, incubation of monocytes with heparinase 

suppressed the ability of LPL to stimulate monocyte adhesion to endothelial cells. These treatments 

also markedly decreased LPL binding to the monocyte and endothelial cell surfaces. In contrast to 

native LPL, heat inactivated or phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)-treated LPL did not increase 

monocyte adhesion to BAEC. Finally, incubation of LPL in the presence of the 5D2 antibody 

resulted in a total suppression of the LPL-induced monocyte adhesion to BAEC. Taken together, 

these data demonstrate that LPL activity plays an important role in LPL-induced monocyte adhesion 

and that LPL binding to heparan sulfate proteoglycans expressed on both monocytes and endothelial 

cells surfaces is required for the enhanced monocyte adhesion. These results suggest a new 

mechanism by which LPL may promote the development of atherosclerosis, that of facilitating 

monocyte adhesion to the endothelium. 
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INTRODUCTION 

Lipoprotein lipase (LPL) is the key enzyme responsible for the hydrolysis of triglycerides 

present in chylomicrons and VLDL. It is normally synthesized by adipose cells, smooth muscle cells 

and macrophages (1). After intracellular processing, LPL is transferred to binding sites at the 

luminal surface of vascular endothelium where it is bound to heparan sulfate proteoglycans (HSPG) 

(2). Depending on its location, LPL has been suggested to have a dual role in regard to atherogenesis 

(3). While by facilitating the hepatic uptake of atherogenic lipoproteins, LPL seems to exert some 

important anti-atherogenic properties, it may act in the arterial wall as an atherogenic protein. 

Indeed, it has been shown that LPL, by stimulating the cellular binding and uptake of atherogenic 

lipoproteins by different vascular cell types, including smooth muscle cells and macrophages, 

contributes to lipid accumulation within these cells (4, 5). In addition, besides its effect on arterial 

lipid metabolism, LPL also acts as an activator of macrophage function, inducing tumor necrosis 

factor alpha (TNFa) and nitric oxide production (6, 7). 

Monocyte-endothelial cell interactions play a crucial role in the pathogenesis of 

atherosclerosis. Enhanced adhesion of monocytes to aortic endothelium is believed to represent one 

of the earliest events in atherogenesis (8). It has been demonstrated that lipolysis of VLDL by LPL 

at the endothelial cell surface markedly enhances monocyte adhesion to endothelium (9). Since LPL 

binds to HSPG expressed on both monocytes (10) and endothelial cells, we examined in the present 

study the possibility that these LPL heparin binding properties may facilitate monocyte-endothelial 

cell interactions. Our results which demonstrate that LPL binding to heparin-sensitive sites on these 

cells surfaces enhances human monocyte adhesion to endothelial cells suggest a new mechanism by 

which LPL may promote atherogenesis. 
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MATERIALS AND METHODS 

REA GENTS 

Dulbecco's minimal essential medium (DMEM), and L-glutamine were purchased from ICN 

Biomedicals Inc. (Costa Mesa, CA). Fetal calf serum (FCS) was obtained from Hyclone 

Laboratories Inc. (Logan, UT). Penicillin-streptomycin was purchased from Flow (Mc Lean, VA). 

Bovine serum albumin (BSA) fatty acid poor, endotoxin-free, fraction V, was purchased from 

Calbiochem (La Jolla, CA). 	Bovine LPL, heparin, heparinase III, human VLDL, 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and lipopolysaccharide (LPS) were obtained from Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO). LPL was dialysed against saline before use. Hanlcs balanced salt 

solution (HBSS), polymyxin B sulfate and RPMI-1640 medium were purchased from Gibco (Grand 

Island, NY). The monoclonal antibody 5D2, generated against bovine LPL was kindly provided by 

Dr. JD Brunzell (University of Washington, Seattle, WA). 

ENDOTHELIAL CELL CULTURES 

Bovine aortic endothelial cells (BAEC) (19th  passage) were grown to confluence in DMEM 

supplemented with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 i.tg/m1 streptomycin 

(DMEM-FCS) at 37°C in 5% CO2/95% air atmosphere for 6 days. The cells were then trypsinized 

and subcultured in 96 -well culture plates (Costar) for 48 hours, at which time cell confluence was 

reached. In all experiments, cells were used between the 20th  and the 24th  passage. 

ISOLATION OF HUMAN MONOCYTES 

Human monocytes were isolated from 100 ml anticoagulated (heparin sodium) whole blood 

collected from non smoker healthy donors. First, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 
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obtained by density centrifugation using Ficoll (Nycomed Pharma As, Oslo, Norway). The cells 

collected from the interface were washed three times with HBSS, and allowed to aggregate in the 

presence of FCS. After further purification by rosetting technique and density centrifugation, 

recovery of highly purified monocytes (85-90 %), as assessed by FCAS analysis, was obtained. 

Human monocytes were resuspended in FCS-free RPMI medium supplemented with penicillin-

streptomycin. 

ADHESION ASSA Y 

On the day of the assay, BAEC culture medium was gently removed and the cells were 

washed twice with 200 1.11 of fresh FCS-free DMEM. The medium was then changed to DMEM 

containing 3 % BSA and 100 ng/ml polymyxin B sulfate. Native or denaturated LPL (1 i.tg/m1) was 

allowed to bind to BAEC for 1 h at 37°C. In some experiments, BAEC were incubated with heparin 

(50 U/ml) for 5 minutes at room temperature to remove LPL bound to their surface. In other 

experiments, BAEC were incubated with medium containing 2.5 U/ml heparinase for 1 h prior to 

LPL binding assay. Finally, in the experiments where the effect of the anti-LPL antibody was 

studied, LPL was incubated in the presence of the 5D2 anti-LPL antibody (10 itg/m1) before being 

allowed to bind to BAEC. At the end of the incubation period, the cells were washed twice with 200 

ul of phosphated buffered saline (PBS) to remove unbound LPL. Two hundred thirty thousand highly 

purified human monocytes were then added to the wells and allowed to adhere to BAEC for 2 h. 

Non-adherent monocytes were removed by washing the cells with warm PBS (pH 6.0). Monocyte 

adhesion to BAEC was quantitated by measuring monocyte myeloperoxidase (MPO) activity as 

previously described by Wang et al (11) 
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LPL BINDING TO ENDOTHELIAL CELLS AND MONOCYTES. 

LPL binding to endothelial cells and monocytes was determined by incubating LPL in 

presence of these cells for lh at 37°C. At the end of the incubation period, the medium was removed 

and the cells were washed twice with HBSS. Bound LPL was released by adding 50 U/ml of heparin 

in PBS for 5 min. LPL activity in the media and in the heparin-released fractions were determined 

using the kit "Confluolip" from Progen (Heidelberg, Germany). Binding of PMSF-treated LPL to 

endothelial cells was determined by Western blotting using the 5D2 anti-LPL antibody as previously 

described (12). 

DETERMINATION OF CELL VIABILITY AND TOTAL PROTEIN CONTENT 

Cell viability following heparinase treatment was estimated using trypan blue exclusion and 

was consistently found to be higher than 95%. After extensive dialysis against saline, total protein 

content of the purified LPL preparation was measured according to the method of Bradford ( 1 3) 

using a colorimetric assay (Biorad, Mississauga, ONT), and BSA as standard. 

DETERMINATION OF ENDOTOXIN CONTENT 

Endotoxin content of the LPL preparation (1 1.tg/m1), was determined by the Limulus 

amebocyte lysate assay (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) and was consistently found to be lower 

than 6 pg/ml. 

STATISTICAL ANAL YSIS 

Statistical analysis of the results was performed using the unpaired Student's t test. Results 

are expressed as mean values ± SEM. 
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RESULTS 

Effect of LPL on monocyte adhesion to endothelial cells.  

Confluent endothelial cell monolayers were incubated with LPL (1 µg/mi) for 1 h at 37°C 

prior to the addition of freshly isolated human monocytes. Treatment of endothelial cells with LPL 

led to a marked increase (163 % over control values, P < 0.001) in human monocyte adhesion (Fig. 

1, panel a). A 2.4 fold increase in monocyte adhesion to endothelial cells was also observed after 

exposure of the cells to 10 ng/ml LPS, used in these experiments as positive control (Fig. 1, panel 

a). A similar stimulatory effect of LPL on monocyte adhesion was also observed when incubation 

of BAEC with LPL was performed at 4°C (156% over control values, P < 0.02) (Fig.1, panel b). 

To address the possibility that, under our experimental conditions, an LPL-generated 

hydrolytie product could be responsible for the stimulatory effect of LPL on monocyte adhesion, we 

next measured monocyte adhesion to endothelial cells bound with LPL in the presence or absence 

of VLDL. As shown in Fig. 2, addition of VLDL to the culture media led to a further and significant 

increase in LPL-induced monocyte adhesion (monocyte adhesion (% over control values): 

LPL:140±4%; LPL+VLDL:185±2%, P<0.05). 

Effect of heparin treatment of endothelial cells on LPL-induced monocyte adhesion.  

To determine whether LPL binding to the endothelial cell surface is required for the 

stimulatory effect of LPL on monocyte adhesion, LPL-treated endothelial cells were incubated in 

the presence of heparin to remove endothelial cell surface associated LPL and LPL activity was 

measured in the heparin-released fractions. Under these experimental conditions, incubation with 

heparin resulted in the release of 70% of bound LPL activity (data not shown) and a complete 
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abrogation of the stimulatory effect of LPL on monocyte adhesion was observed (Fig. 3). Heparin 

treatment did not affect LPS-stimulated monocyte adhesion (LPS-stimulated monocyte adhesion (% 

over control values): control: 180+8%; heparin:161+5%). These data demonstrate that LPL binding 

to heparin-sensitive sites on the endothelial cells is required for its stimulatory effect on monocyte 

adhesion. 

Effect of heparinase treatment of endothelial cells and monocytes on LPL-induced monocyte 

adhesion.  

To investigate whether removal of HSPG expressed on endothelial cells may affect LPL-

induced monocyte adhesion, endothelial cells were pretreated with heparinase (2.5 U/ml) for 1 h at 

37°C before the addition of LPL (1 tg/m1). Pretreatment of endothelial cells with heparinase 

resulted in a 4-fold increase of LPL in the medium (data not shown) and totally abolished the LPL-

induced increase in monocyte adhesion (Fig. 4). In contrast, no effect of heparinase treatment on 

LPS-stimulated monocyte adhesion was observed (LPS-stimulated monocyte adhesion (% over 

control values): control: 180±8%; heparinase: 168+5%). 

To document the role of HSPG expressed on monocytes in LPL-induced monocyte adhesion 

to endothelial cells, human monocytes were pretreated with heparinase (0.01 U/ml) for 30 minutes 

at 37°C before being allowed to bind BAEC. Treatment of monocytes with heparinase led to a 

marked reduction of LPL binding to these cells (data not shown) and totally suppressed the ability 

of LPL to enharice monocyte adhesion to endothelial cells (Fig. 5). Taken together, these 

observations indicate that both endothelial and monocyte cell-surface proteoglycans are obligatory 

participants in the stimulatory effect of LPL on monocyte adhesion. 
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Effect of denaturated LPL on monocyte adhesion.  

To assess whether the structural characteristics of LPL are involved in LPL-induced 

monocyte adhesion to endothelial cells, the effect of denaturated LPL on monocyte adhesion was 

next evaluated. Heat-inactivated LPL was obtained by boiling the enzyme for 30 minutes. Treatment 

of BAEC with boiled LPL did not result in any enhancement of human monocyte adhesion to 

endothelium (Fig. 6), suggesting that the ability of LPL to stimulate monocyte adhesion is closely 

linked to the integrity of its native conformation. 

To evaluate whether loss of LPL activity also affects the ability of LPL to stimulate monocyte 

adhesion, irreversible inhibition of the enzyme was obtained by incubating LPL (1 µg/mi) in 

presence of 1mM PMSF. We found that PMSF-treated LPL was totally ineffective to increase 

monocyte adhesion to endothelium (Fig.6). A 90% decrease in LPL binding capacity to endothelial 

cells, as assessed by western blotting and LPL mass determination, was also observed after PMSF 

treatment of the enzyme (data not shown). 

Effect of the anti-LPL monoclonal antibody 5D2 on LPL-induced monocyte adhesion.  

To assess the specifity of the effect of LPL on monocyte adhesion and to further document 

the structural characteristics of LPL which may account for the stimulatory effect of this enzyme on 

monocyte adhesion, additional experiments were performed in the presence of the monoclonal 

antibody 5D2 which recognizes an epitope located in the C-terminal domain of LPL. Pretreatment 

of LPL with 10 ug/m1 of this anti-LPL antibody totally suppressed LPL-induced monocyte adhesion 

to endothelial cells (Fig. 7), although it did not affect the LPS-induced monocyte adhesion (LPS-

stimulated monocyte adhesion (% over control values): control: 180±8%; anti-LPL: 172±5%). 
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Figure 1. 	Effect of native LPL on human monocyte adhesion to endothelial cells. 

Confluent monolayers of BAEC were bound with LPL (1 1.1g/m1) for 1 hour at 37°C 

(panel a) or at 4°C (panel b). At the end of the incubation period, cells were washed 

and monocytes were added to BAEC to determine adhesion. In some experiments, 

BAEC were incubated in the presence of LPS (10 ng/ml), used as positive control. 

Data are expressed as percentage of adherent control monocytes and represent the 

mean ± SEM of 7 (panel a) and 3 (panel b) independent experiments. **, P < 0.02 

vs control; ***, P < 0.001 vs control. 
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Figure 2. 	Effect of VLDL on LPL-induced human monocyte adhesion to endothelial cells. 

Confluent monolayers of BAEC were bound with LPL (1 itg/m1) and further 

incubated in the presence or absence of VLDL (2011g protein/ml) at 37°C for 24h. At 

the end of the incubation period, cells were washed and monocytes were added to 

BAEC to determine adhesion. Data are expressed as percentage of adherent control 

monocytes and represent the mean ± SEM of 3 independent experiments. *, P < 0.05 

vs LPL alone; ***, P < 0.001 vs control. 
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Figure 3. 	Inhibition of LPL-induced human monocyte adhesion to BAEC by heparin. 

Confluent monolayers of BAEC were bound with LPL (1 p.g/m1) for 1 hour at 37°C. 

At the end of the incubation period, heparin (50 U/ml) was added to the wells for 5 

minutes. Cells were then washed and incubated in the presence of human monocytes 

to determine adhesion. Data are expressed as percentage of adherent control 

monocytes and represent the mean ± SEM of 7 independent experiments. ***, P < 

0.001vs control. 
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Figure 4. 	Effect of heparinase treatment of endothelial on monocyte adhesion. Confluent 

monolayers of endothelial cells were treated with heparinase (2.5 U/ml) for 1 hour 

at 37°C and after extensive washing were incubated for 1 hour with LPL. At the end 

of the incubation period, cells were washed and monocytes were added to BAEC to 

determine adhesion. Data are expressed as percentage of adherent control monocytes 

and represent the mean ± SEM of 5 independent experiments. * *, P < 0.02 vs 

control. 
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Figure 5. 	Effect of heparinase treatment of human monocytes on their adhesion to LPL- 

treated endothelial cells. Freshly isolated monocytes were incubated with 

heparinase (0.01 U/ml) for 30 minutes at 37°C. At the end of the incubation period, 

monocytes were washed and added to LPL-treated endothelial cells for 1 hour at 

37°C to determine adhesion. Data are expressed as percentage of adherent control 

monocytes and represent the mean ± SEM of 4 independent experiments. **, p < 

0.02 vs control. 
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Figure 6. 	Effect of denaturation of LPL on monocyte adhesion. Boiled and PMSF (1mM) 

-treated LPL (1 µg/mi) were bound to confluent monolayers of BAEC for 1 hour at 

37°C. At the end of the incubation period, cells were washed and monocytes were 

added to BAEC to determine adhesion. Data are expressed as percent of adherent 

control monocytes and represent the mean ± SEM of 5 independent experiments. **, 

P < 0.02 vs control. 
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Figure 7. 	Effect of anti-LPL antibody on LPL-induced human monocyte adhesion to 

endothelial cells. LPL (1 µg/mi) was incubated in the presence of the 5D2 anti-LPL 

monoclonal antibody (10 l.tg/m1) prior being added to BAEC. After a one hour 

incubation period at 37°C, cells were washed and monocytes were added to BAEC 

to determine adhesion. Data are expressed as percentage of adherent control 

monocytes and represent the mean ± SEM of 5 independent experiments. 

**, P < 0.02 vs control. 
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DISCUSSION 

It has been previously shown that LPL-mediated lipolysis of VLDL at the endothelial cell 

surface increases the adhesion of U937 monocytes to aortic endothelial cells (9). This effect has 

been proposed to be due to the hydrolytic activity of the enzyme and to correlate with the generation 

of LPL-derived lipolytic products (9). The present study demonstrates that incubation of aortic 

endothelial cells with LPL, in the absence of any added exogenous lipoproteins, also leads to 

enhanced human monocyte adhesion to endothelium. Results generated in this work point to the 

conclusion that the activity of the lipase plays an important role in the LPL-induced monocyte 

adhesion even in the absence of exogenous substrate, and more so in its presence. Indeed, we found 

that inhibitors of the enzymatic activity of LPL block the induced monocyte adhesion to endothelial 

cells and that addition of exogenous lipoproteins to the incubation medium further enhances the LPL 

stimulatory effect. 

Previous studies have shown that heparin treatment decreases LPL binding to the endothelial 

cell surface (14). Degradation of endothelial cell surface HSPG with heparinase has also been found 

to reduce LPL binding to these cells (15). Evidence that the stimulatory effect of LPL on monocyte 

adhesion requires LPL interaction with HSPG expressed on endothelial cells is 3-fold. First, we 

found that LPL detachment from the endothelium by heparin completely abolishes the ability of LPL 

to enhance monocyte adhesion. Second, we demonstrated that heparinase-induced degradation of 

endothelial cell surface HSPG suppresses the LPL-induced monocyte adhesion. Third, we observed 

that LPL inactivation, which is known to reduce LPL binding to HSPG (16), results in a total 

abrogation of the enhancing effect of LPL on monocyte adhesion. LPL binding to HSPG expressed 

on the monocyte cell surface has been previously reported by Edwards et al (10). Our data which 
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demonstrate that heparinase treatment of monocytes also prevents LPL-induced monocyte adhesion 

clearly indicate that LPL binding to HSPG expressed on these cells is involved in the LPL effect on 

monocyte adhesion. 

The monoclonal anti-LPL antibody 5D2 has been used for analysis of structure-function 

relationships of LPL (12, 17). Its epitope on LPL has been mapped in the C-terminal domain, 

particularly within residues 396-405, Ala 400 having been shown to be the critical amino acid 

residue conferring epitope specifity (18). The C-terminal domain of LPL has been suggested to 

contain both a lipid and a heparin/heparan sulfate-binding regions (17, 19). While the role of the 

lipid-binding region in the initial interaction and binding specificity of LPL with lipoprotein particles 

has been demonstrated in some investigations (20, 21), the role of the C-terminal domain in the 

binding of LPL to HSPG is still controversial (22, 23). Our results demonstrate unequivocally that 

the anti-LPL antibody 5D2 abolishes LPL-induced monocyte adhesion to endothelial cells. One 

possible explanation for this effect is that this antibody, by inhibiting LPL activity, may have blocked 

LPL binding to cell-surface proteoglycans M these experiments. This hypothesis is supported by the 

finding of Chappell et al (24) who found that another monoclonal antibody against LPL (MAB-7) 

totally prevents LPL-induced catabolism of lipoproteins and who proposed, on the basis of this 

observation, that anti-LPL antibodies could block LPL binding to cell-surface proteoglycans. 

However, arguing against this possibility, is the recent observation of Wong et al who reported that 

the 5D2 antibody-reacted LPL and the native LPL do not differ in their heparin affinity, and who 

therefore suggested that the epitope of the 5D2 antibody is distinct from the heparin-binding region 

of the molecule (17). From these results, it clearly appears that further studies are needed to 

elucidate the mechanism(s) that are involved in the suppressive effect of the 5D2 antibody on LPL- 
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stimulated monocyte binding. Direct evidences that the 5D2 antibody-treated LPL binds as 

effectively to HSPG as native LPL would be in this regard of particular interest. 

The results presented here indicate that LPL enhances human monocyte adhesion to 

endothelial cells both in the presence and absence of exogenous lipoproteins. These observations 

indicate that LPL-mediated lipolysis of lipoproteins may not represent the sole mechanism 

responsible for the stimulatory effect of LPL on monocyte adhesion to endothelium. Although very 

difficult to prove, one may suggest that LPL may exert its effect by hydrolysing another substrate. 

Another possibility is that LPL may act as a protein bridge between monocytes and endothelial cells. 

Supporting this hypothesis are our data demonstrating that LPL also enhances monocyte adhesion 

even when bound at 4°C at the endothelial cell surface. Heparinase, by preventing LPL binding to 

HSPG expressed on these cell surfaces, may avoid the formation of such a bridge. 

A crucial question that emerges from the present study is whether LPL-induced monocyte 

adhesion is of physiological importance. The physiological level of LPL in postheparin plasma 

approximates 200ng/m1 in normal subjects (25). Considering that, in our system, approximatively 

ten percent of added exogenous LPL binds in vitro to endothelial cells, the effective LPL 

concentration that stimulates monocyte adhesion may be evaluated to 100 ng/ml, i.e. within the 

physiological range of LPL levels. It is thus possible that under physiological conditions the 

endothelial cell surface associated LPL may facilitate the interaction of monocytes with the 

endothelium. We believe, however, that our observation may be most particularly relevant to some 

pathological situations, such as atherosclerosis, where lesion macrophages produce substantial 

amounts of LPL and where monocytes are attracted in large numbers towards the subendothelial 

matrix. Under this condition, macrophage LPL production in the arterial wall may represent a major 

source of LPL for the endothelial cells which do not synthesize this enzyme. The resulting enhanced 
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LPL expression on the endothelial cell surface, by facilitating monocyte binding to endothelium, may 

contribute to the progression of the atherogenic process. 
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ABSTRACT 

The aim of the present studt was to (1) evaluate the responsiveness of human 

mononuclear cells to lipoprotein lipase (LPL), as assessed by tumor necrosis factor a (TNFa) 

production, during the process of differentiation of monocytes to macrophages, and (2) determine 

the mechanisms by which LPL exerts its effect on these cells. Treatment of human monocytes with 

purified endotoxin-free bovine LPL (1 ug/mL) resulted in a 161 ± 15 % increase in TNFa production 

over control values (P < 0.01). A further increase in TNFa production was observed after treatment 

of monocyte-derived macrophages (MDMs) with LPL (490 ± 81% over control values, P < 0.01). 

Increased TNFa mRNA expression and PKC activity were also observed in LPL-treated human 

monocytes and MDMs. These LPL effects were abrogated by the specific protein kinase C inhibitor 

calphostin C (1 ptmol/L). Although heparinase totally abolished LPL-induced TNFa production in 

human monocytes, this agent did not significantly inhibit LPL effect in human MDMs. In contrast, 

treatment of MDMs with chondroitinase suppressed LPL-induced TNFa production. Taken together, 

these data suggest that (1) differentiation of human monocytes to MDMs is associated with increased 

LPL-induced INFa mRNA expression and production, (2) a PKC-dependent pathway is involved 

in the induction of TNFa by LPL in these cells, and (3) LPL effect is mediated by cell surface 

proteoglycans. As MDMs secrete LPL in the vascular wall, we propose that LPL, by acting as an 

autocrine activator of MDM function, may contribute to the high level of TNFa found in the 

atheromatous lesion. 

Key words: lipoprotein lipase • tumor necrosis factor-alpham human mononuclear cells• 

proteoglycans• protein kinase C 
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Lipoprotein lipase (LPL) is a key enzyme in the catabolism of triglycerides -rich 

lipoproteins.1  LPL exerts this effect at the vascular endothelium where it is bound to heparan sulfate 

proteoglycans (HSPGs).2  LPL is synthesized within the atherosclerotic lesion by monocyte-derived 

macrophages (MDMs) and smooth muscle cells (SMCs).3  It has been suggested that LPL, depending 

on its location, has a dual role with regard to the atherogenic process.4  Although it may act as an anti-

atherogenic protein at the periphery where it stimulates the hepatic uptake of atherogenic 

lipoproteins,4  LPL may exert some atherogenic functions in the arterial wall by favoring lipid 

accumulation within SMCs and MDMs.''' Besides its effect on arterial lipid metabolism, LPL has 

been shown to enhance human monocyte adhesion to aortic endothelial cells''s  and to induce tumor 

necrosis factor-alpha (TNFa) and nitric oxide production by murine macrophages."' 

TNFa is a pleiotropic macrophage secretory product involved in the modulation of many 

immune and extraimmune functions.11 '12  Accumulating evidences suggest that TNFa exerts potent 

proatherogenic effects. TNFa induces the expression of cell-adhesion molecules,''' and stimulates 

leukocyte adhesion to endothelial cens' and chemotaxis1.6  TNFa also stimulates new vessel 

formation' and induces haemorrhagic necrosis, 18  features characteristic of evolving atheroma. This 

cytokine also promotes tissue factor-like procoagulant activity and suppresses endothelial cell 

surface anticoagulant activityl" and is synthesized by MDMs and SMCs in human atheroma.' 

Migration of blood monocytes and differentiation of these cells to macrophages in the 

subendothelial space is a cardinal feature of atherosclerosis. Functional changes occurring during 

monocyte differentiation to lesion macrophages, including enhanced responsiveness to activating 

factors and increased production of cytokines' could favor the development and progression of 

atherosclerosis. We have documented that LPL stimulates TNFa production by murine 

macrophages.' In addition, others have reported that differentiated macrophages exhibit enhanced 
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ability to secrete and bind LPL.' Based on these observations, the present study was conducted to 

investigate the responsiveness of human mononuclear cells to LPL, as assessed by TNFa production, 

during the process of differentiation of monocytes to macrophages, as this may be linked to the 

pathogenesis of human atherosclerosis. 

METHODS 

Reagents 

RPMI-1640 medium, Hanks balanced salt solution (HBSS), TriZOL reagent, polymyxin 

B sulfate, and protein kinase C (PKC) assay activity kit were purchased from Gibco BRL. FCS was 

obtained from Hyclone Laboratories Inc.. Heparinase III, chondroitinase ABC, 4P-phorbo1 12P-

myristate 13 a-acetate (PMA), and affinity-purified bovine LPL were obtained from Sigma Chemical 

Co. Before use, LPL was dialysed against saline, using 10,000 MWCO Slide-A-Lyzer dialysis 

cassettes purchased from Pierce. Penicillin-streptomycin was obtained from Flow. Calphostin C 

and 1-(5-isoquino1inesu1fony1)-2-methy1-piperazine hydrochloride (H7) were purchased from 

Calbiochem. 

Determination of Endotoxin Concentration 

LPL preparation was purified by using an endotoxin removal resin from Associates of 

Cape Cod. Endotoxin content of the medium and LPL preparation (1 µg/mi) was determined by the 

Limulus amebocyte lysate assay (Sigma) and was consistently found to be < 6 pg/ml. Treatment of 

human monocytes and MDMs from all blood donors with LPS 6 pg/ml did not induce any TNFa 

production or TNFa mRNA expression. Moreover, addition of an LPS inhibitor, polymyxin B 
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sulfate(100 µg/mi), to the culture medium did not inhibit LPL-induced TNFa production by human 

monocytes and MDMs. 

Isolation of Human Monocytes 

Human monocytes were isolated from 100 ml anticoagulated (heparin sodium) whole 

blood collected from nonsmoker healthy male and female donors as previously described.' First, 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained by density centrifugation using Ficoll 

(Nycomed Pharma As). The cells collected from the interface were washed three times with 

Hanks'balanced salt solution and allowed to aggregate in the presence of FCS. After further 

purification by rosetting technique and density centrifugation, recovery of highly purified monocytes 

(85-90 %), as assessed by fluorescence-activated cell sorter analysis, was obtained. Human 

monocytes were resuspended and cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 1% (vol/vol) 

penicillin-streptomycin, 10% (vol/vol) autologous human serum (HS), and 100 µg/mi polymyxin B 

sulfate. 

Culture of Human MDMs 

Freshly isolated human monocytes were grown in 24-well culture plates (Falcon, Becton) 

in RPMI 1640 medium containing 1% (vol/vol) penicillin-streptomycin, 10% (vol/vol) HS, and 100 

µg/ml polymyxin B sulfate. The cells were incubated at 37°C in 5% CO2 /95% air atmosphere. The 

medium was replaced every 3 days and the cells were used for experiments within 7-10 days of 

plating. 
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Determination of Cell Viability and Total Protein Content 

Cell viability after treatment with PKC inhibitors was assessed by using trypan blue 

exclusion. Viability was found to be > 90%. After extensive dialysis against saline and purification, 

total protein content of the LPL preparation was measured according to the method of Bradford' 

using a colorimetric assay (Bio-Rad) and BSA as standard. 

Measurement of TNFa Protein 

A double-sandwich ELISA (R & D Systems) was used to determine the quantity of 

human TNFa secreted by monocytes and MDMs after 24 h exposure to LPL 1 ptg/m1 alone or in 

combination with appropriate agents. 

RNA Isolation and cDNA Preparation 

Human monocytes and MDMs (1.5 x 106) were treated with appropriate agents in 24-well 

culture plates. The cells were lysed with TriZOL reagent, and cytoplasmic RNA was extracted ftom 

the cells by an improvement of the acid-phenol technique of Chomczynski and Sacchi,' precipitated 

and resuspended in diethyl pyrocarbonate water. cDNA was synthesized from RNA by incubating 

total cellular RNA with 0.1 µg oligo(dT) (Pharmacia) for 5 min at 98°C. The mixture was then 

incubated for 60 min at 37°C and for 10 min at 99°C in reverse transcription mixture (Boehringer 

Mannheim). 

Measurement of TNFa mRNA Expression 

To compare the level of transcription of the TNFa gene in different samples, the levels 

of TNFa mRNA in untreated and LPL-treated monocytes and MDMs were assessed by PCR. 
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cDNA was amplified by using two synthetic primers specific for human TNFa (5'-

CAGAGGGAAGAGTTCCCCAG-3') (5'-CCTTGGTCTGGTAGGAGAGACG-3) in the PCR 

reaction mixture (Boehringer Mannheim). Two synthetic primers specific for the house keeping gene 

human 	glyceraldehyde-3-phosphate 	dehydrogenase 	(GAPDH), 	(5'- 

CCCTTCATTGACCTCAACTACATGG-3') (5'-AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG-3'), were 

used to amplify cDNA. A 325-bp human TNFa cDNA fragment and a 456-bp human GAPDH 

cDNA fragment were amplified enzymatically in separate tubes by 30 repeated cycles at 98°C for 

40 seconds, 60°C for 40 seconds, 72 °C for 90 seconds in a programmable thermal controller (PTC-

100, MJ Research Inc.). The reaction product was visualized by electrophoresis on 1% agarose gel 

containing ethidium bromide. 4),(-174 RFA DNA-HaeIII digest (Pharmacia) was run in parallel to 

generate size markers. The gel was then examined on a UV light box and analyzed for integrated 

absorbance with an image-analysis scanning system (Alpha Imager 2000, Packard Instrument 

Company). 

Measurement of PKC Activity 

A PKC assay kit (Gibco BRL) was used to measure PKC activity in cytosolic and 

particulate fractions of human monocytes and MDMs. In brief, adherent human monocytes and 

MDMs were recovered and homogenized (Dounce; 15 strokes) in 500 'al of ice-cold buffer A (20 

mmol/lTris, pH 7.5, 0.5 mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L EGTA, 25 	aprotinin, and 25 i.tg,/mL 

leupeptin). The membrane and cytosolic fractions were separated by ultracentrifugation (100 000 

g for 30 minutes at 4°C). After recovery of high-speed supernatants containing cytosolic PKC, the 

corresponding membrane pellets were homogenized in 500 piL of buffer A containing 0.5 % Triton 

X-100. The enzyme from both fractions was partially purified through DE52 chromatography 
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columns. After removal of unbound proteins by washing the columns with buffer B (20 mmol/L 

Tris, pH 7.5, 0.5 mmol/L EDTA, and 0.5 mmol/L EGTA), fractions containing PKC were eluted 

with buffer C (20 mmol/L Tris, pH 7.5, 0.5 mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L EGTA, 10 mmol/L f3-

mercaptoehanol, and 0.2 mol/L NaC1). Eluates were analyzed for PKC activity, following the 

optimum conditions of the assay, by measuring the incorporation of 32P into the synthetic peptide Ac-

MBP(4-14). The specificity of the assay was determined by subtracting the radioactivity obtained 

in the presence of the pseudosubstrate inhibitor PKC (19-36) from total radioactivity of the assay. 

Data are expressed as percentage considering the control as 100% activity. 

Statistical Analyses 

Data were analyzed by Student's t test for single comparisons and by Student-Newman-

Keuls test for multiple comparisons. Results are expressed as mean ± SEM values. 

RESULTS 

Effect of LPL on TNFa production by Human monocytes and MDMs 

Incubation of freshly isolated human monocytes with LPL (1 µg/m1) for 24 h at 37°C 

resulted in a significant increase in TNFa production (161 ± 15% over control values, P < 0.01) 

(Figure 1A). A further increase in TNFa production was observed following treatment of human 

MDMs with LPL (490 ± 81% over control values, P < 0.01) (Figure 1B). 

To determine whether LPL-induced lipolysis of lipoproteins is involved in the increase 

in TNFa production, human monocytes were also incubated, in some experiments, with LPL (1 

ug/m1) in the absence of exogenous lipoproteins for 24 h at 37°C. Culture of these cells in serum-

free medium led to a similar 2-fold increase in LPL-induced TNFa production (data not shown). 
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Effect of PKC Inhibitors on LPL-Induced TNFa Production by Human Monocytes and MDMs 

To determine the intracellular signalling involved in LPL-induced TNFa production, 

human monocytes and MDMs were pretreated with PKC inhibitors for 1h before being exposed to 

LPL for an additional 24hour period. Exposure of monocytes and MDMs to the specific inhibitor 

calphostin C (1 µmol/L) completely abolished LPL-induced TNFa production (Figure 1A and 1B). 

A similar inhibitory effect of the PKC inhibitor H7 (20 umol/L) on LPL-induced TNFa secretion 

by monocytes and MDMs was also observed (Figure 2A and 2B). 

Effect of LPL on Human Monocyte and MDM TNFa mRNA Expression 

To investigate the molecular mechanisms responsible for LPL-induced TNFa production 

by human monocytes and MDMs, the levels of TNFa mRNA in LPL-treated and untreated cells were 

assessed by PCR. LPL (1 ug/mL) induced a significant 1.4 ± 0.1-fold increase in TNFa mRNA 

expression over control values in human monocytes (P ( 0.05) (Figure 3A). A further increase in 

TNFa mRNA expression (2.5 ± 0.2-fold increase over control values, P < 0.01) was observed 

following treatment of human MDMs with LPL (Figure 3B). Pretreatment of both human monocytes 

and MDMs with calphostin C (1 umo1/1) inhibited LPL-induced TNFa mRNA expression (Figure 

3A and 3B). 

Effect of LPL on Human Monocyte and MDM PKC Activation 

Because LPL-induced TNFa expression appeared to require an active PKC, we next 

examined the direct effect of LPL on PKC activity. A maximal increase in PKC activity in the 

membrane fraction of human monocytes (1.3 ± 0.1-fold increase over control values, P < 0.05) and 

MDMs (2.1 ± 0.4-fold increase over control values, P ( 0.05) was observed after a 10 minute 
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exposure of human mononuclear cells to LPL (1 ug/mL) (Figure 4A and 4B). The increase in PKC 

activity in the membrane fractions of these cells was associated with a significant decrease in the 

PKC activity in the cytosol. Treatment of human monocytes and MDMs with calphostin C (1 

umol/L) totally suppressed LPL-induced membrane PKC activity (Figure 4A and 4B). 

To further establish the involvement of PKC in LPL-stimulated TNFa production, we 

evaluated the effect of PKC depletion by PMA on the induction of TNFa production by LPL. 

Overnight treatment of human monocytes with 100 ng/mL of PMA dramatically reduced both 

membrane PKC activity (% over control values: medium: 100 ± 2%; LPL: 130 ± 7%; PMA: 91 ± 

4%; PMA + LPL: 85 ± 3%) and TNFa secretion (% over control values: medium: 100 ± 4%; LPL: 

156 ± 12%; PMA: 85± 9%; PMA + LPL: 90 ± 7%). 

Effect of Heparinase and Chondroitinase on LPL-Induced TNFa Production by Human 

Monocytes and MDMs 

To investigate the role of cell surface proteoglycans in the stimulatory effect of LPL on 

TNFa production by human monocytes and MDMs, these cells were pretreated or not for lh at 37°C 

with heparinase (1 U/mL) or chondroitinase ABC (1 U/mL), washed three times with PBS, and then 

exposed to LPL (1 µg/mL) for 24h at 37°C. Although heparinase treatment resulted in a complete 

abrogation of LPL-induced TNFa production by human monocytes (Figure 5A), it did not 

significantly reduce LPL-induced TNFa secretion by MDMs (Figure 5B). In contrast, treatment of 

MDMs with chondroitinase totally suppressed LPL-induced TNFa production (Figure 5C). 



* 

Mit! 

Med 

A 

LPL Med 

* 600- c 77)  o 
500- 

= ro -a > o 7-) 400- 
Le. 
ci 0 • 300r,  

LL 
Z 
I- a) 200-> 2 o 
2  .0. 100- 

0 
Calp.0 Calp.C+LPL 

1 33 

Figure 1. Effect of LPL on TNFa production by human monocytes and MDMs; Inhibitory 

effect of calphostin C. Freshly isolated human monocytes (A) or cultured MDMs (B) 

(1x106  cells/ml) were treated for 24 h at 37° C with or without LPL (1 tg/m1) in the 

presence or absence of 1 mo1/1 calphostin C (Calp.C). At the end of the incubation 

period, the culture media were collected, centrifuged, and stored at - 20° C. TNFa levels 

in the culture media were determined by ELISA. Values represent mean ± SEM of 4 

separate experiments. **, P < 0.01 vs medium (med); °°, P < 0.01 vs LPL; "°P < 0.001 

vs LPL. 
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Figure 2. Effect of H7 on LPL-induced TNFa production by human monocytes and MDMs. 

Freshly isolated human monocytes (A) or cultured MDMs (1 x 106 /m1) (B) were treated 

or not with H7 (20 umo1/1) for 1 h at 37° C. The cells were then incubated for 24 h in 

the presence or absence of LPL (1 i_tg/m1) for 24 h. At the end of the incubation period, 

the culture media were collected, centrifuged, and stored at - 20° C. TNFa levels in the 

culture media were determined by ELISA. Values represent mean ± SEM of 4 separate 

experiments. *, P < 0.05 vs medium (med); **, P < 0.01 vs medium; °, P < 0.05 vs LPL; 

", P < 0.01 vs LPL. 
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Figure 3. Effect of LPL on human monocytes and MDM TNFa mRNA expression. Freshly 

isolated human monocytes (A) and MDMs (B) (1.5 x 106  /m1) were treated or not with 

1 iimo1/1 calphostin C (Calp.C) for 1 h at 37° C. The cells were then incubated for 3 h 

in the presence or absence of LPL (1 tg/m1). Total RNA was extracted as described in 

Materials and Methods and the levels of TNFa and GAPDH mRNA expression were 

assessed by semi-quantitative PCR (upper panel). TNFa mRNA levels (in arbitrary 

units), normalized to the levels of GAPDH mRNA expression are presented in the lower 

panel. Data represent the restes of one representative experiment out of three. 
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Figure 4. Effect of LPL on human monocytes and MDM PKC activity. Freshly isolated human 

monocytes (panel A) and cultured MDMs (panel B) (2 x 106 /m1) were treated or not with 

1 p.mo1/1 calphostin C (Calp.C) for 1 h at 37°C. The cells were then incubated for 10 

min in the presence or absence of LPL (1 itg/m1). PKC activity in cytosolie and 

particulate fractions were determined as described in Materials and Methods. Data 

represent mean ± SEM of 3 separate experiments. *, P < 0.05 vs medium (med); °, P 

< 0.05 vs LPL. 
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Figure 5. Effect of heparinase and chondroitinase on LPL-induced TNFa production by 

human monocytes and MDMs. Freshly isolated human monocytes (A) were treated for 

1 h with 1U/m1 heparinase (Hep.) and cultured MDMs (B and C) (1 x 106 /m1) were 

treated for 1 h with either 1U/m1 heparinase (Hep.) or 1 U/ml chondroitinase (chond.). 

The cells were then washed three times with PBS and incubated for 24 h in the presence 

or absence of LPL (111g/m1). At the end of the incubation period, the culture media were 

collected, centrifuged, and stored at - 20° C. TNFa levels in the culture media were 

determined by ELISA. Values represent mean ± SEM of 4 separate experiments. *, P 

< 0.05 vs medium (med); **, P < 0.01 vs medium; °, P < 0.05 vs LPL; ' , P < 0.01 vs 

LPL. 
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DISCUSSION 

Accumulating evidences support the concept that LPL acts in the vascular wall as an 

atherogenic protein. The pro-atherogenic properties of LPL have been attributed mainly to its ability 

to favor the retention of lipoproteins in the vascular wall'''' and to promote lipid accumulation 

within lesion macrophages.28.29  We previously suggested that LPL may contribute to the 

development of human atherosclerosis by a new mechanism, that of inducing the release of 

macrophage TNFa in the arterial \val' To further test this possibility, we determined in the present 

study the responsiveness of human mononuclear cells to LPL, as assessed by TNFa production, 

during the process of differentiation of monocytes to macrophages. 

The present study demonstrates that incubation of human monocytes and MDMs with 

LPL leads to enhanced TNFa production. These results, together with our previous observations in 

murine macrophages, further establish the role of LPL in the control of mononuclear cell activation. 

Our observation that human monocyte differentiation to macrophages is associated with increased 

responsiveness to LPL, as assessed by TNFa production, supports the hypothesis that LPL, by 

activating lesion macrophage function, may promote atherogenesis. Our finding that LPL stimulates 

TNFa production both in the presence and absence of exogenous lipoproteins, also suggest that the 

lipolytic properties of LPL are not essential for the modulatory effect of LPL on monocytic cell 

function. 

It is well established that TNFa gene expression is tightly regulated both at the 

transcriptional and posttranscriptional levels.''' Determination of TNFa mRNA levels in LPL-

treated human monocytes and MDMs clearly demonstrates an induction of TNFa gene expression 

in these cells. Although the limited amount of biological material extracted from human cells did 

not allow us either to perform run-on experiments or to evaluate TNFa mRNA stability, our previous 
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finding that LPL increases the steady-state levels of TNFa mRNA in murine macrophages by both 

transcriptional and posttranscriptional mechanisme suggests that similar mechanisms may be 

responsible for LPL-induced TNFa mRNA expression in human mononuclear cells. 

Available evidence indicates that triggering transmembrane signalling leads to cytokine 

secretion and monocyte/macrophage activation. In particular, PKC activation has been shown to 

play a central role in the regulation of monocyte/macrophage TNFa expression and production in 

response to various stimuli.32-34  Because each of the methods used for studying PKC presents 

specific limitations, we assessed in the present study the involvement of PKC activation in LPL-

treated human monocytes and MDMs by complementary methods. In accordance with our previous 

data obtained with murine macrophages,9  our results demonstrate that LPL induces, in both human 

monocytes and MDMs, PKC translocation from the cytosol to the membrane. Our finding that PKC 

redistribution to the particulate cell fraction is greater in LPL-treated human MDMs than in 

monocytes and parallels that of LPL-induced TNFa secretion in these cells, suggests that LPL-

induced PKC translocation in monocytes/macrophages correlates with PKC activation and cell 

activation. Further evidence for a role of PKC in mediating LPL-induced TNFa production in 

human monocytic cells is provided by our experiments showing that PKC depletion by PMA and 

pharmacological inhibition of PKC by calphostin C and H7 totally inhibit LPL-induced monocyte 

and MDM TNFa production. Because these two PKC inhibitors interact with the calcium-dependent 

regulatory domain of PKC, this latter observation suggests that classic, calcium-dependent PKC 

isoforms could be preferentially activated in LPL-treated monocytes and MDMs. This possibility 

is further supported by the observation that PKC-a and p, which require Ca' binding for activation, 

are the two predominant isoforms found in human monocytes.' Besides its role in macrophage 

function, PKC activation also regulates several vascular functions such as vascular permeability,' 
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contractility,' cellular proliferation3,7  basement membrane synthesig, and signal transduction 

mechanisms for hormones' and growth factors.' Whether LPL, by inducing PKC activation, may 

regulate some of these functions is presently unknown and will be the subject of future studies. 

Two plasma membrane molecules that behave as LPL-binding proteins have been 

identified in human monocytes and MDMs. These include cell surface PGs, HSPGs, and chondroitin 

sulfate proteoglygans (CSPGs),22  and the a2MR/LRP receptor (a2-macrog1obu1in receptor/low 

density lipopotein receptor-related protein).4  Differentiation of human monocytes into macrophages 

has been shown to be associated with a dramatic increase in cell surface HSPG and by the production 

of CSPG. These differentiation-related changes have been linked to the greater ability of 

differentiated macrophages to bind LPL, compared to monocytes.22  Our results, which show that 

heparinase treatment of human monocytes totally inhibits LPL-induced TNFa production, 

demonstrate that LPL binding to the monocytic cell surface HSPG is required for its effect on TNFez 

production. In contrast, our observations that chondroitinase but not heparinase effectively 

suppresses LPL-induced TNFa production by MDMs clearly indicate that CSPG expressed on MDM 

cell surface mediate the induction of TNFa production by LPL. Because expression of CSPGs on 

the differentiated macrophage cell surface is associated with enhanced LPL binding,22  our results 

suggest that differentiation-associated changes in LPL binding capacity could be responsible for the 

increased human MDM responsiveness to LPL that we reported in the present study. In addition, 

our observation that LPL induces PKC activation in MDMs also supports the possibility that CSPGs 

expressed on human MDMs may play a role in the modulation of second messengers. 

Overall, this study demonstrates that differentiation of human monocytes into 

macrophages is associated with increased responsiveness to LPL, as assessed by TNFa production. 

Although the in vivo relevance of our observations remains uncertain, one may postulate that during 
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the atherosclerotic process, the massive accumulation of MDMs and SMCs which both produce LPL 

and the local expression in the arterial wall of LPL stimulatory factors could generate sufficiently 

high local LPL concentrations to modulate macrophage function. LPL secreted in the vascular wall 

may, by activating lesion macrophage function or even newly migrating human monocytes, 

contribute to the high level of TNFoc found in the atheromatous lesion. Such an LPL effect may 

contribute to the development and progression of the atherogenic process. 
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ABSTRACT 

Vascular smooth muscle cell (VSMC) proliferation is a key event in the development and 

progression of atherosclerotic lesions. Accumulating evidence suggests that lipoprotein lipase (LPL) 

produced in the vascular wall may exert proatherogenic effects. The aim of the present study was 

to examine the effect of LPL on VSMC proliferation. Incubation of growth-arrested human VSMCs 

with purified endotoxin-free bovine LPL (1 tg/m1), in the absence of any added exogenous 

lipoproteins, induced VSMC proliferation (192% over control values, P < 0.01). Addition of very 

low density lipoproteins to the culture media did not further enhance LPL effect. Heat-inactivation 

of LPL or immunoneutralization of the lipase by the monoclonal 5D2 antibody suppressed the LPL 

stimulatory effect on VSMC growth. Moreover, preincubation of VSMCs with the specific protein 

kinase C inhibitors, calphostin C and chelerythrine, totally abolished LPL-induced VSMC 

proliferation. In LPL-treated VSMCs, a significant increase in PKC activity was observed. 

Treatment of VSMCs with heparinase III (1 U/ml) totally inhibited LPL-induced human VSMC 

proliferation. Exposure of growth-arrested VSMCs to conditioned media from unstimulated human 

monocyte-derived macrophages (MDMs) significantly induced VSMC proliferation (172 + 19% over 

control values, P<0.01). While treatment of VSMCs with heparinase totally suppressed this 

proliferative effect, immunoneutralization of MDM conditioned media with antibodies against LPL 

or platelet-derived growth factor did not abolish the growth response of VSMCs to MDM 

supernatants. Overall, our data indicate that LPL exerts a direct stimulatory effect on VSMC 

proliferation. This effect requires PKC activation and LPL binding to heparan sulfate proteoglycans 

expressed on VSMC surface. 
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INTRODUCTION 

Lipoprotein lipase (LPL) is the key enzyme for the hydrolysis and removal of 

chylomicrons and very low density lipoproteins (VLDL) from the circulation. LPL acts on 

triglyceride-rich lipoproteins at the vascular endothelium where it is bound to heparan sulfate 

proteoglycans (HSPGs).2  LPL is synthesized by a variety of cells including adipocytes, myocytes, 

and mammary epithelial cells.' The enzyme is also produced by monocyte-derived macrophages 

(MDMs) and vascular smooth muscle cells (VSMCs), two prominent cellular components of the 

atherosclerotic lesion.79  Although plasma LPL activity tends to drive lipoprotein metabolism in a 

nonatherogenic direction,10-12 LPL produced in the vascular wall may act as a proatherogenic protein. 

Indeed, LPL has been shown to mediate uptake of lipoprotein particles by vascular ce11s,13-15  to 

promote lipoprotein retention to the extracellular matrix16'17  and to induce the expression of the 

proatherogenic cytokine tumor necrosis factor-alpha (TNFoc).18  Furthermore, recent studies indicate 

that LPL may function as a monocyte adhesion protein." 

VSMC migration and proliferation are typical features of intimal hyperplasia and 

atherogenesis.21  These biological processes are mediated by cytokines and growth factors released 

by infiltrating inflammatory cells and neighbouring endothelial cells.22  Proliferative response of 

VSMCs to various stimuli involves protein kinase C (PKC) activation.23-25  In the light of our 

previous study demonstrating that LPL activates PKC in human mononuclear cells,18  the present 

study was conducted to investigate whether LPL may exert a direct stimulatory effect on VSMC 

proliferation and to determine the mechanisms responsible for this effect. 
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METHODS 

Reagents 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) and Coomassie Brilliant Blue were 

purchased from ICN Biomedicals Inc (Costa Mesa, CA). Fetal bovine serum (FBS) was obtained 

from Wisent Inc. (St-Bruno, QC) Penicillin-streptomycin was purchased from Flow (Mc Lean, VA). 

Affinity-purified bovine LPL, lipopolysaccharide (LPS) and human VLDL were obtained from 

Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). RPMI-1640 medium, phosphate buffered salt solution (PBS), 

polymyxin B sulfate, Hank's balanced salt solution (HBSS), and protein kinase C (PKC) assay kit 

were purchased from GibcoBRL (Grand Island, NY). Ethanol, methanol, and acetic acid were 

obtained from Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ). Perchloric acid was purchased from BDH (Toronto, 

ON). Platelet-derived growth factor (PDGF)-BB, basic fibroblast growth factor (bFGF), 

transforming growth factor beta (TGFI3), and antibodies against these antigens were purchased from 

R&D Systems (Minneapolis, MN). The monoclonal anti-LPL antibody 5D2 (MAb 5D2) was 

obtained from the University of Washington, Seattle. [Methy1-31-1]-thymidine was obtained from 

NEN Life Science Products (Mississauga, ON). The silver stain plus kit was purchased from Bio-

Rad (Mississauga, ON). The chemiluminescence Western blotting kit was obtained from Amersham 

Pharmacia (Piscataway, NJ). 

Determination of the LPL preparation purity 

The LPL preparation was dialysed against saline, using 10,000 x MWCO Slide-A-Lyzer 

dialysis cassettes from Pierce (Rockford, IL). The enzyme preparation was next filtered using an 

endotoxin removal resin from Associates of Cape Cod (Falmouth, MA). The purity of the LPL 

preparation was assessed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- 



154 

PAGE) using 4-12% gradient gels. The gels were stained with Coomassie Brilliant Blue or silver 

according to the manufacturer's instructions. The purity of the enzyme preparation was also tested 

by Western blot analysis, using MAb 5D2. Because LPL was isolated by heparin-sepharose 

chromatography from milk which may contain some heparin-binding growth factors,' the purity of 

the LPL preparation was further established by Western blotting, using antibodies against heparin-

binding growth factors that might be present in the LPL preparation after the extensive dialysis with 

10,000 x MWCO Slide-A-Lyzer dialysis cassettes. Briefly, after electrophoresis, proteins were 

transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were blocked fôr 3 hours at room 

temperature with PBS containing Tween 20 0.1% and 5% dry milk. After being washed, the 

membranes were incubated overnight at 4°C with the appropriate concentration of the primary 

antibody in PBS-Tween 20 0.1%. At the end of the incubation period, the membranes were washed 

and incubated with a 1:1000 dilution of horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit or anti-

mouse IgG for 1 hour at room temperature. Blots were visualized by enhanced chemiluminescence 

(ECL, Amersham Pharmacia). 

Endotoxin content of all media and of the LPL preparation (1 lig/m1) was determined by 

the Limulus amebocyte lysate assay (Sigma Chemical Co) and was consistently found to be lower 

than 10 pg/ml. Treatment of VSMCs from all donors with LPS 10 pg/ml did not induce cell 

proliferation. Moreover, addition of an LPS inhibitor, polymyxin B sulfate (100 gg/m1) did not 

inhibit LPL-induced VSMC proliferation. 

VSMC isolation and culture 

Human VSMCs were isolated from saphenous veins obtained after bypass surgery, 

following informed consent of the patients. Primary human cells were grown in DMEM 
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supplemented with 20% (vol/vol) FBS and 1% (vol/vol) penicillin-streptomycin. Cell purity of 

human explant preparations (passage 2 to 5) was detennined using a-actin immunostaining. Briefly, 

VSMCs were cultured in chamber slides, washed twice with PBS, and fixed for 10 minutes at 4°C 

in cold methanol. After further washing, fixed cells were incubated for 30 minutes at room 

temperature with PBS containing 10% FBS. Chamber slides were then incubated at 37°C for 2 hours 

with a monoclonal anti-a-smooth muscle actin antibody (Sigma) diluted in 1% FBS-PBS (1/100), 

followed by incubation in the dark for 1 hour at 37°C with the secondary goat anti-rabbit IgG 

antibody. After PBS washing, nuclei were stained for 15 minutes with 0.01% Hoechst solution 

(Sigma). After successive washes, slides were mounted with Fluorsave Reagent (Calbiochem, 

Lajolla, CA) and then observed with an epifluorescence microscope. 

VSMC proliferation assay 

Human VSMCs were trypsinized and cultured at a density of 7,500 cells/cm' in DMEM 

supplemented with 1% (vol/vol) penicillin-streptomycin and 20% (vol/vol) FBS in 24-well plates 

(Falcon, Becton Dickinson). After 24 hours, cultured cells were washed with PBS and growth-

arrested for 48 hours by serum deprivation. VSMCs cultured in serum-free DMEM were then 

treated with the appropriate experimental agent(s) for 24 hours and incubated in the presence of 

sterile [methy1-311]-thymidine (Sei/mi) for an additional 48 hour-period. Non-incorporated [31-1]-

thymidine was removed by washing with cold PBS. Cells were next fixed with cold ethanol-acetic 

acid solution (3:1) for 10 minutes at 4°C, washed twice and incubated with perchloric acid 0.5 N for 

15 minutes at 4°C. After further washing, VSMCs were incubated with perchloric acid 0.5 N for 

30 minutes at 80°C and allowed to detach. The level of [3M-thymidine incorporation was 

determined by scintillation counting (Packard, Mississauga, ON). 
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Measurement of PKC activity 

Adherent human VSMCs were recovered and homogenized (Dounce; 15 strokes) in 500 

i.t1 of ice-cold buffer A (20 mM Tris, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 25 µg/m1 aprotinin, 

and 25 µg/mi leupeptin). 	The membrane and cytosolic fractions were separated by 

ultracentrifugation (100,000 g for 30 minutes at 4°C). After recovery of high speed supernatants 

containing cytosolic PKC, the corresponding membrane pellets were homogenized in 500 µ1 of 

buffer A containing 0.5 % Triton X-100. The enzyme from both fractions was partially purified 

through DE52 chromatography columns. After removal of unbound proteins by washing the 

columns with buffer B (20 mM Tris, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, and 0.5 mM EGTA), fractions 

containing PKC were eluted with buffer C (20 mM Tris, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 

10 mM13-mercaptoehanol, and 0.2 M NaC1). Eluates were analyzed for PKC activity, following the 

optimum conditions of the assay, by measuring the incorporation of 3213  into the synthetic peptide Ac-

myelin basic protein(4-14). The specificity of the assay was determined by subtracting the 

radioactivity obtained in the presence of the pseudosubstrate inhibitor PKC (19-36) from total 

radioactivity of the assay. Data were expressed as percentages considering the control as 100% 

activity. 

Isolation of human monocytes and culture of human monocyte-derived macrophages (MDMs) 

Human monocytes were isolated from 100 ml anticoagulated (heparin sodium) whole 

blood collected from non smoker healthy male and female donors as previously described.27  First, 

peripheral blood mononuclear cells were obtained by density centrifugation using Ficoll (Nycomed 

Pharma As, Oslo, Norway). The cells collected from the interface were washed three times with 

HBSS, and allowed to aggregate in the presence of FBS. After further purification by rosetting 
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technique and density centrifugation, recovery of highly purified monocytes (85-90%), as assessed 

by fluorescence-activated cell sorter (FACS) analysis, was obtained. Differentiation of monocytes 

into macrophages was obtained by culturing the cells in 24-well plates in RPMI 1640 medium 

supplemented with 1% (vol/vol) penicillin-streptomycin, and 20% (vol/vol) autologous human 

serum. The cells were incubated at 37°C in a humidified 5% CO2, 95% air atmosphere. The 

medium was replaced at days 4 and 9 of culture. At day 9, the medium was changed to serum-free 

RPMI and supematants from MDMs were collected after a 24 hour incubation period. 

Determination of cell viability and total protein content 

Cell viability after treatment with experimental agents was assessed by using trypan blue 

exclusion. Viability was found to be higher than 90%. After extensive dialysis against saline and 

purification, total protein content of the LPL preparation was measured according to the method of 

Bradford 28  using a colorimetric assay (Bio-Rad) and bovine serum albumin as standard. 

Statistical analyses 

Data were analysed by Student's t test for single comparisons and by one way analysis 

of variance followed by the Student-Newman-Keuls test for multiple comparisons. Results are 

expressed as means + SEM values. 

RESULTS 

Direct effect of LPL on human VSMC proliferation 

Treatment of growth-arrested VSMCs with exogenous LPL (1 ug/m1), in the absence of 

any added exogenous lipoproteins, induced a significant increase in cell proliferation (192 ± 20% 



158 

over control values, P ( 0.001) (Figure 1A). Addition of VLDL (20 lig protein/ml) to the incubation 

medium did not further enhance the LPL stimulatory effect on VSMC growth (164 ± 8% over 

control values, P < 0.001) (Figure 1A). To investigate whether LPL activity is required for the LPL 

effect on VSMC proliferation, the enzyme was heat-inactivated or immunoneutralized with the 

monoclonal anti-LPL antibody 5D2. Heat-inactivation or immunoneutralization of LPL abolished 

its effect on VSMC proliferation (Figure 1B). To determine whether an enzyme structurally related 

to LPL may induce VSMC proliferation, growth-arrested VSMCs were also treated, in some 

experiments, with pancreatic lipase (1 tg/m1). We found that pancreatic lipase was as effective as 

LPL in inducing VSMC (data not shown). 

The purity of the LPL preparation used in the present study was assessed by SDS-PAGE. 

Silver and Coomassie Brilliant Blue staining of the gels showed a single major band in the molecular 

weight range expected of monomeric lipase (4 55 kDa) (Figure 2A and 2B, respectively). Because 

LPL was isolated from bovine milk by heparin-sepharose affinity chromatography, the presence of 

smooth muscle cell mitogenic heparin-binding growth factors which are predominant in milk" and 

which could therefore contaminate our LPL preparation after the extensive dialysis using a 10,000 

MWCO membrane was assessed by immunoblots. As shown in Figure 2C, 2D, and 2E, PDGF, 

TGFP, and FGFb proteins were not detected on immunoblots. Western blot analysis using MAb 

5D2 showed an immunoreactive band of 55 kDa (Figure 2F). 

To further test whether LPL-induced VSMC proliferation could be due to possible traces 

of heparin-binding growth factors in our LPL preparation, we also examined the effect of LPL on 

VSMC proliferation in the presence or absence of antibodies against PDGF, bFGF, and TGFP. 

Addition of these antibodies to the incubation medium did not abrogate the LPL-induced VSMC 

proliferation (Table 1). 
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Effect of PKC inhibitors on LPL-stimulated VSMC proliferation 

To investigate whether PKC activation is involved in LPL-induced VSMC proliferation, 

the effect of the specific PKC inhibitors calphostin C (1 µM) and chelerythrine (0.5 µM) on LPL-

induced VSMC proliferation was next evaluated. Preincubation of VSMCs with these two PKC 

inhibitors suppressed the LPL-stimulated VSMC growth (Figure 3A and 3B). 

Effect of LPL on human VSMC PKC activity 

Since the LPL-induced VSMC proliferation appeared to involve PKC activation, we also 

measured the direct effect of LPL on PKC activity in VSMCs. A maximal increase in PKC activity 

in the membrane fraction of human VSMCs (6-fold increase over control values, P<0.01) was 

observed after a 30 minute exposure of VSMCs to LPL (lmg/mi) (Figure 4). The increase in PKC 

activity in the membrane fractions of these cells was associated with a small and not significant 

increase in the PKC activity in the cytosol (Figure 4). 

Effect of heparinase on LPL-induced VSMC proliferation 

To establish the role of HSPGs expressed on the VSMC surface in the LPL-induced 

VSMC proliferation, VSMCs were pretreated with heparinase (1U/mi) for 1 hour at 37°C before 

being incubated with LPL. As shown in Figure 5, heparinase treatment of VSMCs totally abolished 

the LPL-induced VSMC proliferation. 

Effect of MDM conditioned media on human VSMC proliferation 

Since LPL is constitutively produced by human MDMs, we next tested whether LPL 

secreted by cultured human MDMs may induce VSMC proliferation. Addition of supernatants from 
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unstimulated human MDMs to VSMCs led to a significant induction of VSMC proliferation (172 

± 19% over control values, P < 0.01) (Figure 6). Pretreatment of VSMCs with heparinase (1U/mi) 

suppressed the stimulatory effect of these supematants on VSMC proliferation (Figure 6). To 

investigate whether LPL secreted by human MDMs mediates the proliferative effect of unstimulated 

MDM conditioned media, supematants harvested from cultured MDMs were immunoneutralized 

with the MAb 5D2 anti-LPL antibody before being added to VSMCs. Under these experimental 

conditions, no reduction in the proliferative response of VSMCs to MDM conditioned media was 

observed (Figure 6). Treatment of growth-arrested VSMCs with exogenous LPL, at a concentration 

equivalent to the amount of LPL immunoreactive mass measured in the culture medium of 

unstimulated human MDMs, i.e. 4Ong/ml, also failed to stimulate cell proliferation (data not shown). 

To verify whether platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), an heparin-binding protein 

secreted by MDMs29•3°  may be responsible for the stimulatory effect of MDM conditioned media on 

VSMC proliferation, supematants harvested from MDMs were preincubated with 10Ong/m1 anti- 

human PDGF-BB antibody. 	Incubation of grovvth-arrested VSMCs with anti-PDGF 

immunoneutralized supernatants resulted in a slight but not significant reduction in VSMC 

proliferation (VSMC proliferation (% over control values): MDM conditioned media: 240 + 30%; 

anti-PDGF-treated MDM conditioned media: 209 + 17%, P>0.05) (data not shown). 
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TABLE 1. Effect of anti-PDGF, -bFGF, and -TGFP antibodies on LPL-induced VSMC 

proliferation 

VSMC proliferation (% over control values) 
Medium 100 ± 3 

LPL 1 ig/m1 182 ± 24 ** 

LPL + anti-PDGF 250 ng/ml 167=E 11 ** 

LPL + anti-bFGF 250 ng/ml 175 ± 21 ** 

LPL + anti-TGFP 1 ug/m1 196 ± 8 ** 

LPL + anti-PDGF,-bFGF,-TGFP 185 ± 19 ** 

Data represent mean ± SEM of percent increase over control values and are derived from 

three independent experiments. **, P < 0.01 versus medium. 



300- 

   

162 

    

** 

 

200- 

   

     

100-- 

    

    

Medium LPL Boiled LPL LPL+ anti-LPL 

Figure 1. LPL stimulates human VSIVIC proliferation. A: VSMCs cultured in serum-free 

DMEM were incubated for 24h with LPL alone (1 tig/m1) or with LPL and VLDL (20 

jtg protein/ml). B: Growth-arrested VSMCs were incubated for 24h with LPL alone (1 

µg/mi), boiled LPL (1 lig/m1) or MAb 5 D2-treated LPL (LPL+anti-LPL). At the end of 

this incubation period, [methy1-31-1]-thymidine (5p.Ci/m1) was added to the medium and 

the culture of VSMCs was pursued for an additional 48 h period. VSMC proliferation 

was assessed by [3H] thymidine incorporation into DNA as described in Materials and 

Methods. Data represent mean ± SEM values of 4 (A) and 5 (B) independent 

experiments. ***, P < 0.001 versus medium. 
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Figure 2. SDS-PAGE and Western blot of the LPL preparation. One microgram of the LPL 

preparation was applied to SDS-PAGE using 4-12% gels. After electrophoresis, the gels 

were either stained using silver (A) or Coomassie Brilliant Blue (B), or transferred to 

nitrocellulose membranes for Western blot analysis using antibodies against PDGF(C), 

TGFP (D), bFGF(E), and LPL (F). The band corresponding to LPL protein after 

Coomassie Blue or silver staining of the gels is indicated by arrows; lane 1 represents 

PDGF 50 ng (C), TGFP 125 ng (D), and bFGF 250 ng (E), used as positive controls; lane 

2 represents the LPL preparation (1 tg). The position of molecular weight SDS-PAGE 

standards in kDa is indicated by arrows. 



* ** 

* * * 

OTTO 

i 

Medium LPL Chel. Chel. + LPL 
0 

A 

164 

300- 

C1C11:1 

M4 
Medium LPL Calp. C Calp. C + LPL 

B 

Figure 3. Effect of PKC inhibitors on LPL-stimulated human VSMC proliferation. Growth-

arrested human VSMCs were treated or not with calphostin C (1 p,M) (A) or 

chelerythrine (0.5 el) (B) for 1 h at 37°C, then incubated for 24 h with LPL (1 lig/m1). 

At the end of this incubation period, [methy1-3E1]-thymidine (5µCi/m1) was added to the 

medium and the culture of VSMCs was pursued for an additional 48 h period. VSMC 

proliferation was determined by [3H] thymidine incorporation into DNA as described in 

Materials and Methods. Data represent mean ± SEM values of 4 independent 

experiments. ***, P < 0.001 versus medium; "°, P < 0.001 vs LPL. 
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Figure 4. Effect of LPL on human VSMC PKC activity. Growth-arrested human VSMCs were 

incubated for 30 min in the presence or absence of LPL (1 tg/ml). PKC activity in 

cytosolic and particulate fractions was determined as described in "Materials and 

Methods". Data represent mean ± SEM values of 3 independent experiments. **, P < 

0.01 versus medium. 
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Figure 5. Effect of heparinase on LPL-induced human VSMC proliferation. Growth-arrested 

human VSMCs were treated or not with heparinase (Hep.) (1 U/ml) for 1 h at 37°C. The 

cells were then washed 3 times with PBS and incubated for 24 h in serum-free medium 

in the presence or absence of LPL (1 µg/mi). At the end of this incubation period, 

[methy1-31-1]-thymidine (5µCi/m1) was added to the medium and the culture of VSMCs 

was pursued for an additional 48 h period. VSMC proliferation was determined by [S] 

thymidine incorporation into DNA as described in Materials and Methods. Data represent 

mean ± SEM values of 3 independent experiments. **, P < 0.01 versus medium; ", P 

c0.01 vs LPL. 
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Fig. 6. 	Effect of MDM conditioned media on human VSMC proliferation. 	A: Human 

MDMs were cultured for 9 days in RPMI medium supplemented with 20% autologous 

human serum. The cells were then incubated for 24 hours in serum-free medium. 

Supernatants from MDMs (CM) were next collected, centrifuged, and added for 24 hours 

to untreated (CM Hep.-) or heparinase (CM hep.+) -treated growth-arrested human 

VSMCs. B: MDM CM were immunoneutralized with MAb 5D2 (CM + anti-LPL) before 

being added to growth-arrested human VSMCs. At the end of this incubation period, 

[methy1-311]-thymidine (5µCi/m1) was added to the medium and the culture of VSMCs 

was pursued for an additional 48 hour-period. VSMC proliferation was determined by 

[3H] thymidine incorporation into DNA as described in Materials and Methods. Data 

represent mean ± SEM values of 7 independent experiments. **, P < 0.01 versus 

medium. 

1 67 
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DISCUSSION 

The present study demonstrates for the first time that LPL exerts a direct stimulatory 

effect on human VSMC proliferation. Our results demonstrating that heat-inactivation of LPL and 

immunoneutralization of the enzyme with MAb 5D2 suppress the effect of LPL on VSMC growth 

indicate that lipase activity plays an important role in the effect of LPL on VSMC proliferation. The 

importance of lipase activity in the stimulatory effect of LPL on VSMC proliferation is further 

denoted by our finding that pancreatic lipase, a member of the lipase gene family, effectively 

stimulates VSMC proliferation. Given the key role of fatty acids in the regulatioh of VSMC function 

(31-33), LPL could theoretically promote VSMC proliferation through fatty acids derived from its 

lipolytic action on triglyceride-rich lipoproteins. Our data showing that LPL induces VSMC 

proliferation in the absence of exogenous lipoproteins and that addition of exogenous lipoproteins 

to the incubation medium does not further enhance the LPL stimulatory effect do not support this 

hypothesis. However, one cannot rule out that LPL may exert its effect by hydrolyzing another 

substrate such as membrane phospholipids. Our results demonstrating that MAb 5D2 inhibits LPL-

induced VSMC proliferation clearly demonstrate the specificity of the LPL effect on VSMC 

proliferation. These results and those generated by SDS-PAGE, Western blotting and 

immunoneutralization of heparin-binding growth factors in the LPL preparation further support the 

major role of the enzyme in the proliferative response of VSMCs. 

LPL binds with high affinity to several receptors expressed on the VSMC surface. These 

receptors include the alpha2-macroglobulin receptor/LDL receptor-related protein (a2MR/LRP), the 

VLDL receptor (VLDLR) and HSPGs (34-36). Our finding that treatment of VSMCs with 

heparinase suppresses LPL-induced VSMC proliferation suggests that LPL binding to HSPGs 

expressed on the VSMC surface is essential for its effect on cell proliferation. However, as the 



169 

formation of a proteoglycan-rich pericellular matrix may be involved in VSMC proliferation (37), 

inhibition of VSMC growth by heparinase treatment of the cells could also be due to alteration of 

the extracellular matrix integrity. Recently, Silver et al. (38) have shown that locally-delivered 

heparinase reduced medial vascular smooth muscle cell proliferation induced by balloon catheter 

injury in rat carotid arteries. Furthennore, these authors found that heparinase inhibited both PDGF-

BB and bFGF-mediated increase in rat VSMC proliferation (38), thus confirming that HSPGs also 

act as co-receptors for growth factors involved in the stimulation of arterial cell proliferation (39, 

40) The role of a2MR/LRP and VLDLR to the effect of LPL on VSMC proliferation will be 

examined in future investigations. 

The PKC signal transduction pathway plays a central role in many VSMC functions, 

including cell proliferation (23-25, 41). It has been recently demonstrated that bacterial 

phospholipase C, an enzyme competing with LPL for binding to VSMCs, activates PKC in VSMCs 

(42). Our data showing that LPL induces PKC activation in VSMCs suggest that the enzyme may 

promote the growth of these cells by stimulating this signaling pathway. The involvement of PKC 

activation in the direct stimulation of VSMC proliferation by LPL is strengthened by our observation 

that pharmacological inhibition of PKC by specific PKC inhibitors, including calphostin C and 

chelerythrin, completely suppresses LPL-induced VSMC proliferation. The PKC isoforms alpha, 

beta-1, beta-2, delta, and epsilon have been identified in human VSMCs (43). It has been shown that 

the PKC isoforms alpha and beta-1 are primarily located in the soluble fraction of the cell and 

translocate to the particulate fraction upon 12-0-tetradecanoylphorbol 13-acetate stimulation, 

whereas the isoforms beta-2, delta, and epsilon are found primarily in the particulate fraction (43). 

Our results showing that LPL induces the translocation of PKC from the cytosol to the particulate 

fraction in human VSMCs suggest that LPL-induced VSMC proliferation may involve the 
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translocation of the [Cal-sensitive PKC isoforms alpha and beta-1. This possibility is further 

supported by our results dernonstrating that calphostin C which interacts with the calcium-dependent 

regulatory domain of PKC suppresses LPL-induced VSMC proliferation. The contribution of 

individual PKC isoforms in LPL-induced human VSMC proliferation will be investigated in further 

studies. 

Cultured human MDMs constitutively secrete LPL (7, 8). Based on our finding that 

treatment of cultured VSMCs with exogenous LPL leads to VSMC growth, we next tested whether 

LPL produced by cultured MDMs may induce VSMC proliferation. Results generated in this work 

demonstrate that supematants from unstimulated MDMs effectively induce VSMC proliferation and 

that this effect is abolished by heparinase treatment of VSMCs. These observations indicate that 

macrophage-derived heparin-binding growth factors mediate the proliferative effect of MDM 

conditioned media on VSMC growth. VSMC growth regulatory molecules constitutively secreted 

by macrophages that bind to cell surface HSPGs include LPL and PDGF. Our data which show that 

treatment of VSMCs with exogenous LPL, at the concentration found in the culture medium of 

MDMs, does not lead to VSMC growth clearly demonstrate that LPL secreted by MDMs may not 

account for the proliferative effect of MDM conditioned media on VSMC under our experimental 

conditions. Moreover, our finding that treatment of MDM supematants with an antibody against 

PDGF-BB only partially reduced the VSMC growth-stimulatory effect of MDM conditioned media 

indicates that, besides PDGF, other heparin-binding bioactive substance (s) released from cultured 

MDMs contribute to the proliferative effect of MDM conditioned media on VSMC. Whether such 

effect involves coordinated secretion of multiple growth factors is presently investigated. 

Although the implications of our in vitro observations to atherosclerosis remain unclear, 

several lines of evidence suggest that LPL may regulate VSMC growth in the vascular wall. First, 
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it has been demonstrated that MDMs and VSMCs secrete LPL within atherosclerotic lesions (44, 

45). Second, association of the enzyme with the VSMC cell surface has been documented (46). 

Third, LPL has been shown to interact with the extracellular matrix where it enhances the retention 

of atherogenic lipoproteins (47). The lipase capable of stimulating VSMC proliferation may 

therefore derived from either newly secreted LPL or LPL bound to extracellular matrix. While LPL 

from MDMs may exert a paracrine effect by inducing the proliferation of neighboring VSMCs, LPL 

secreted by VSMCs may induce VSMC proliferation in an autocrine manner. Whether sufficient 

LPL is present in the vicinity of the artery wall for local regulation of VSMC function remains 

however to be determined. 

In summary, our study demonstrates that LPL exerts a direct stimulatory effect on human 

VSMC proliferation and that this effect requires PKC activation and LPL binding to HSPG 

expressed on VSMC cell surface. These results and the previous observation that LPL induces the 

proliferation of NK cells (48), support a new role for LPL, that of acting as a growth factor. 
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Les principales cellules immuno-compétentes impliquées dans l'athérogenèse sont les 

monocytes/macrophages (Ross, 1995; Massy et Keane, 1996). Ces cellules sécrètent des quantités 

importantes de facteurs immuns susceptibles de promouvoir le développement et la progression de 

l'athérosclérose, tels les cytokines, les lymphokines et les facteurs de croissance (Hansson et coll., 

1994; Ross, 1999). Les monocytes, des cellules sanguines précurseurs des macrophages, sont 

présents à tous les stages de l'athérogenèse (Ross, 1999; Massy et Keane, 1996). On estime que 

l'adhésion des monocytes circulants aux cellules endothéliales est un des événements les plus 

précoces de l'athérogenèse (Schwartz et coll., 1993). Les recherches effectuées au cours des 

dernières années ont démontré que cette adhésion est médiée par des molécules spécifiques 

exprimées à la surface des monocytes et des cellules endothéliales. Ces molécules sont actuellement 

regroupées en trois catégories: la super-famille des immunoglobulines, la famille des sélectines, et 

la famille des intégrines. La super-famille des immunoglobulines comprend notamment les 

molécules ICAM-1, ICAM-2, et VCAM-1 qui sont exprimées à la surface des cellules endothéliales, 

et la molécule LFA-3 qui est exprimée à la surface des monocytes (Springer, 1990; Williams et 

Barclay, 1988). Les membres de la famille des sélectines exprimés à la surface des cellules 

endothéliales incluent la E-sélectine et la P-sélectine (Bevilacqua et Nelson, 1993; McEver et coll., 

1991), la L-sélectine étant exprimée à la surface des monocytes (Kuijpers et Harlan, 1993). Les 

intégrines exprimées à la surface des monocytes incluent les VLA qui sont des membres de la sous-

famille P I  des intégrines (Elices et coll., 1990; Akizyma et coll., 1990), et des membres de la sous-

famille P2  incluant LFA-1 (CD11a/CD18), CR3 (CD11b/CD18; Mac-1), et p150,95 (CD18; CR4) 

(Figdor et coll., 1990; Doherty et coll., 1987; Elliott et coll., 1990). Alors que les molécules 

d'adhésion ICAIVI-1 et ICAM-2 se lient aux intégrines P2  (Springer, 1990; Carlos et Harlan, 1990), 

VCAM-1 interagit avec l'antigène VLA-4 (Osbom et coll., 1989; Elices et coll., 1990). L'adhésion 



182 

monocytaire à l'endothélium est un processus complexe comprenant diverses étapes (Springer, 

1994). Si le rapprochement initial des monocytes aux cellules endothéliales ou "rolling"implique 

des molécules d'adhésion de type sélectine (Nelson et coll., 1995), l'adhésion ferme de ces cellules 

aux cellules endothéliales requiert l'expression des antigènes VCAM-1 et ICAM-1 à la surface de 

l'endothélium (Springer, 1994). Le fait que l'expression de VCAM-1 précède l'accumulation des 

macrophages dans la paroi artérielle supporte un rôle important de cette molécule d'adhésion dans 

le recrutement des monocytes (Richardson et coll., 1994; Li et coll., 1993). 

L'importance de l'adhésion monocytaire à l'endothélium vasculaire est soulignée par le 

fait de son augmentation dans diverses maladies ou conditions associées à un risque accru de MCV. 

Le diabète, l'hypertension artérielle, l'hypercholestérolémie, l'angor instable, la tabagisme, le stress 

hémodynamique et des niveaux élevés en fibrinogène plasmatique sont autant de situations associées 

à une adhésion accrue des monocytes à l'endothélium (Kalra et coll., 1994; Faggiotto et coll., 1984; 

Mazzone et coll., 1993; Kreuzer et coll., 1996; Gonzales et Wick, 1996). Le rôle crucial de ce 

processus dans l'athérogenèse est aussi supporté par l'observation que différentes molécules 

potentiellement antiathérogéniques, telles la L-arginine, les antioxydants et l'aspirine réduisent 

l'adhésion monocytaire à l'endothélium vasculaire (Adams et coll., 1997; Martin et coll., 1997; 

Weber et coll., 1995, 1996). 

Il est important de souligner qu'outre le fait de permettre le recrutement monocytaire dans 

l'espace sous endothélial, le contact monocyte-endothélium semble aussi pouvoir faciliter le 

développement de la maladie athéromateuse en induisant la production dans la paroi vasculaire de 
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divers facteurs proathérogéniques, tels le PDGF, le G-MCSF et le facteur tissulaire (Lo et coll., 

1995; Takahashi et coll., 1996; Funayama et coll., 1998). 

L'adhésion des monocytes à l'endothélium vasculaire est suivie de leur migration dans 

l'espace sous-endothélial de la paroi artérielle (Navab et coll., 1991; Schwartz et coll., 1993). Dans 

l'intima de la paroi artérielle, les monocytes se transforment en macrophages activés sous l'action 

de divers facteurs immuns (Goldman, 1990; Jonasson et coll., 1990) et éléments de la matrice 

incluant le fibrinogène (Kreuzer et coll., 1996) et le collagène (Wesley II et coll., 1998). Par leur 

capacité à accumuler les lipides, les macrophages activés sont ensuite convertis en cellules 

spumeuses (Rosenfeld et coll., 1990). Il a été suggéré que la captation des lipides puisse servir de 

stimulus aux macrophages pour la sécrétion d'une variété de substances telles des cytokines, des 

espèces radicalaires oxygénées, des facteurs de croissance, et des enzymes hydrolytiques, incluant 

la LPL, susceptibles de contribuer au développement de l'athérosclérose (Ross, 1995; Faruqi et 

DiCorleto, 1993; Ross, 1999). 

HM. Rôle de la LPL dans l'adhésion des monocytes 

La LPL se lie aux HSPGs exprimés à la surface des monocytes et des cellules 

endothéliales (Edwards et coll., 1995; Shimada et coll., 1981; Sivaram et coll., 1994). Bien que ces 

observations suggèrent que la LPL liée à l'endothélium vasculaire puisse interagir avec les 

monocytes circulants en se liant aux HSPGs exprimés à leur surface, il n'existait, lors de l'initiation 

de nos travaux, aucune étude visant à vérifier cette possibilité. Notre première étude a donc consisté 

à tester l'hypothèse selon laquelle, la LPL en formant un "pont moléculaire" entre les cellules 

endothéliales et les monocytes humains, pourrait favoriser l'adhésion monocytaire à l'endothélium 
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vasculaire. Nos résultats (Mamputu et coll., 1997) démontrent que la LPL augmente effectivement 

l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales. La suppression de l'augmentation de 

l'adhésion des monocytes induite par la LPL par le traitement des cellules endothéliales ou des 

monocytes à l'héparinase indique que l'expression des HSPGs à la surface de ces cellules est requise 

pour l'effet stimulant de l'enzyme sur le processus d'adhésion. Nos données démontrant que la LPL 

inactive est incapable de stimuler l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales indiquent 

d'autre part que l'activité enzymatique de la molécule est nécessaire pour l'obtention de cet effet. 

Enfin, nos résultats montrant que la dissociation de la LPL dimérique par la chaleur supprime l'effet 

de la LPL suggèrent que la forme monomérique de la LPL soit incapable de stimuler l'adhésion des 

monocytes aux cellules endothéliales. 

Zilversmit (1973) a proposé pour la première fois un rôle de la LPL dans l'athérogenèse. 

Dans cette hypothèse récemment mise à jour (Zilversmit, 1995), l'auteur stipule que l'action 

hydrolytique de la LPL liée à l'endothélium vasculaire sur les lipoprotéines riches en triglycérides 

aboutit à la diminution de la taille de ces particules et favorise dès lors leur pénétration dans la paroi 

artérielle. Cette hypothèse suggère en outre que les acides gras libérés par l'action de la LPL 

puissent endommager l'endothélium et initier le déclenchement de processus thrombotiques. Saxena 

et coll. (1992) ont examiné l'effet des produits lipolytiques de la LPL sur l'adhésion des monocytes 

aux cellules endothéliales. Ces auteurs ont démontré que la lipolyse des VLDL par la LPL induit 

l'adhésion des monocytes à l'endothélium. Ils ont observé que cet effet corrèle avec la génération 

d'AGLs résultant de l'hydrolyse des triglycérides présents dans les VLDL par la LPL. A partir de 

ces observations, Saxena et coll. (1992) ont donc proposé que des produits dérivés de l'hydrolyse 

des triglycérides par la LPL puissent augmenter l'adhésion des monocytes à l'endothélium 
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vasculaire. Alors que Saxena et coll. (1992) ont examiné la capacité de la LPL à réguler l'adhésion 

des monocytes à l'endothélium par son activité hydrolytique, nos recherches ont été principalement 

axées sur l'effet structural de cette protéine dans ce processus. Notre étude démontre que la LPL, 

en l'absence de toutes lipoprotéines exogènes, stimule l'adhésion des monocytes aux cellules 

endothéliales et qu'elle exerce cet effet par sa capacité de liaison aux HSPGs exprimés à la surface 

de ces cellules. Si ces résultats suggèrent bel et bien que la LPL puisse accroître la liaison des 

monocytes à l'endothélium par ces propriétés structurales, nos données montrant que l'addition de 

VLDL dans le milieu de culture augmente de manière significative l'adhésion monocytaire stimulée 

par la LPL, indiquent aussi clairement la capacité de l'enzyme à promouvoir ce processus par ces 

propriétés hydrolytiques. Tel que suggéré par Saxena et coll. (1992), il est possible que les acides 

gras libérés par l'action hydrolytique de la LPL puissent augmenter l'adhésion des monocytes en 

stimulant les mécanismes de transduction cellulaire impliqués dans l'expression des molécules 

d'adhésion. Il a été démontré que certains acides gras incluant l'acide linoléique induisent 

l'activation du facteur de transcription nucléaire NF-kappa B (NF-KB), un médiateur majeur de la 

régulation de l'expression génique des molécules d'adhésion (Hennig et coll., 1996; 1997; Chen et 

coll., 1999). Parmi les autres mécanismes susceptibles d'être impliqués dans l'effet stimulant des 

acides gras sur la liaison monocytaire à l'endothélium, mentionnons l'altération de la fluidité 

membranaire des cellules endothéliales (Cader et coll., 1995; Pritchard et coll., 1991), la formation 

d'espèces réactives oxygénées (Hennig et coll., 1996), l'activation de la PKC (Touny et coll., 1990), 

et l'altération du métabolisme des éicosanoïdes (Pritchard et coll., 1990). 

Dans une étude menée simultanément à la nôtre, Obunike et coll. (1997) ont testé 

l'hypothèse que la LPL exprimée à la surface des cellules endothéliales et de la matrice 
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extracellulaire puisse, par sa capacité de liaison aux HSPGs, augmenter l'adhésion monocytaire. En 

accord avec nos observations, les résultats de cette étude (Obunike et coll., 1997) ont démontré que 

la LPL augmente effectivement l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales. Toutefois, 

contrairement à nos résultats, ces auteurs n'ont pu démontrer le caractère essentiel de l'activité 

enzymatique de la LPL sur l'adhésion des monocytes. La discordance entre nos résultats et ceux de 

Obunike et coll. peut être attribuable à divers facteurs. Le premier réside sans doute dans le lien, 

encore flou, existant entre l'activité de la LPL et sa capacité de liaison à l'héparine/HSPGs. En effet, 

si certains chercheurs affirment que l'activité de la LPL est requise pour sa liaison aux HSPGs de 

la surface cellulaire (Saxena et coll., 1991; Chappell et coll., 1993; Pillarisetti et coll., 1997), d'autres 

chercheurs infirment cette théorie en démontrant que l'inactivation de la LPL n'interfère pas avec 

sa capacité de liaison à l'héparine/HSPGs (Williams et coll., 1992; Lookene et coll., 1994; Rinninger 

et coll., 1998). Un autre facteur pouvant rentrer en ligne de compte réside dans les différences de 

protocoles expérimentaux utilisés dans ces deux études. Alors que nous avons testé le rôle de la LPL 

inactive sur l'adhésion des monocytes à l'endothélium, Obunike et coll. (1997) ont examiné l'effet 

de la LPL inactive sur l'adhésion des monocytes au plastique, c'est-à-dire dans un système 

acellulaire. Étant donné les caractéristiques totalement différentes de la liaison de la LPL à ces deux 

surfaces, la liaison de la LPL aux cellules endothéliales, mais non au plastique, étant dépendante de 

l'expression des protéoglycans (Cheng et coll., 1981), toute comparaison de nos résultats avec ceux 

d'Obunike et coll. (1997) est impossible. Un autre facteur pouvant expliquer les divergences des 

résultats obtenus quant à l'importance de l'activité de la LPL dans le phénomène d'adhésion est le 

type d'inhibiteurs•  de la LPL testés dans les deux études. Alors que nous avons utilisé dans notre 

étude un inhibiteur irréversible de l'activité de la LPL, le phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 

Obunike et coll. (1997) ont utilisé dans leur étude la tétrahydrolipstatine, un inhibiteur réversible de 
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l'activité de la LPL et de la lipase pancréatique (Olivecrona et Lookene, 1997; Lookene et coll., 

1994; Borgstrôm, 1988). Du fait de l'usage d'un tel inhibiteur réversible de la LPL, la possibilité 

d'une réactivation de la LPL dans les conditions expérimentales utilisées par Obunike et coll. (1997) 

ne peut être exclue. Étant donné la reformation de dimères ou même la formation d'oligomères 

après traitement de la LPL avec la tétrahydrolipstatine (Lookene et coll., 1994), il est possible que 

la LPL inactive mais sous forme dimérique puisse stimuler l'adhésion des monocytes aux cellules 

endothéliales. Nos données démontrant la suppression de l'effet stimulant de la LPL par l'anticorps 

5D2, qui inhibe l'activité de la LPL sans induire la monomérisation de l'enzyme (Wong et coll., 

1994), n'appuient toutefois pas cette dernière hypothèse. Alors que la concentration de PMSF 

utilisée dans notre étude a inhibé 90% de l'activité de la LPL, la concentration de tétrahydrolipstatine 

utilisée dans celle de Obunike et coll. (1997) n'a induit qu'une inhibition de l'activité de la LPL de 

l'ordre de 50%, suggérant fortement une activité résiduelle de la LPL après traitement de cette 

enzyme par la tétrahydrolipstatine. Un dernier facteur pouvant expliquer les discordances de 

résultats entre notre étude et celle de Obunike et coll. (1997) est le type de cellules monocytaires 

testées dans les deux études, soit des monocytes humains fraîchement isolés dans notre étude et une 

lignée monocytaire THP-1, présentant des caractéristiques différentes des cellules non transformées 

(Wesley II et coll., 1998) dans celle de Obunike et coll. (1997). 

Tel que mentionné précédemment, nos résultats indiquent que l'incubation des monocytes 

humains en présence d'héparinase induit une suppression totale de la capacité de la LPL à stimuler 

l'adhésion de ces cellules à l'endothélium. Alors que notre observation semble indiquer que les 

HSPGs exprimés à la surface de ces cellules jouent un rôle majeur dans la liaison de la LPL aux 

monocytes humains, Obunike et coll. (1997) ont rapporté que le traitement des cellules THP-1 à 
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l'héparinase ne réduit pas complètement leur liaison à la LPL. Ces auteurs ont, par conséquent, 

suggéré que d'autres molécules présentes à la surface de ces cellules puissent contribuer à leur 

liaison à la LPL. Partant de l'observation que des peptides contenant la séquence RGD (arginine, 

glycine, asparagine) inhibent partiellement la liaison des monocytes à la LPL, Obunike et coll. (1997) 

ont proposé l'implication possible de certaines intégrines exprimées à la surface monocytaire dans 

l'interaction LPL-monocytes. Bien que l'analyse de la séquence de la LPL bovine ne démontre pas 

la présence de séquences RGD, mais plutôt celle de deux séquences contenant seulement les acides 

aminés arginine, glycine (Arg-Gly-Ser et Arg-Gly-Leu-Gly-Asp) (Senda et coll., 1987; Raisonnier 

et coll., 1995), Obunike et coll. (1997) ont proposé que de telles séquences présentes dans la 

séquence de la LPL bovine puissent interagir avec les intégrines exprimées à la surface monocytaire. 

Ce postulat ne remet cependant pas en cause le rôle majeur des HSPGs dans la liaison des monocytes 

à la LPL puisque l'effet inhibiteur de l'héparinase sur la liaison des monocytes à la LPL n'est pas 

influencé par l'incubation des monocytes en présence de peptides RGD (Obunike et coll., 1997). 

L'implication des intégrines dans le processus d'adhésion des monocytes à l'endothélium stimulé 

par la LPL reste en outre à démontrer, Obunike et coll (1997) n'ayant pas examiné l'effet des 

peptides RGD sur l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales. 

Comme nous l'avons mentionné précédemment, les monocytes migrent dans l'intima de 

la paroi artérielle après leur adhésion à l'endothélium vasculaire. Étant donné que la LPL se lie aux 

HSPGs de la matrice extracellulaire, un effet stimulant de la LPL sur la liaison des monocytes à la 

matrice est anticipable. Cette propriété de la LPL a été effectivement démontrée par Obunike et coll. 

(1997) qui ont observé que la LPL, en se liant aux HSPGs de la matrice extracellulaire et de la 

surface monocytaire, augmente la liaison des monocytes à la matrice. Les monocytes circulants étant 
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continuellement recrutés dans l'intima au cours de l'athérogenèse (Schwartz et coll., 1993), cet effet 

de la LPL est susceptible de favoriser leur accumulation dans la paroi artérielle. Par ailleurs, la LPL 

en se liant conjointement à la matrice et aux macrophages présents dans la lésion (Edwards et coll., 

1995) pourrait entraver le retour de ces cellules vers la circulation (Gerrity et coll., 1981) et dès lors 

favoriser leur rétention dans l'espace sous-endothélial. 

L'athérosclérose est une maladie des moyens et gros vaisseaux sanguins. Par opposition, 

la LPL agit essentiellement au niveau des capillaires sanguins. Ces données suscitent deux questions 

majeures à savoir: la LPL est-elle présente à la surface des vaisseaux de moyen et gros calibre et 

dans l'affirmative, d'où origine-t-elle? Plusieurs études ont montré que l'activité de la LPL est 

présente dans les extraits des grosses artères (Corey et Zilversmit, 1977; Camps et coll., 1990; 

Zilversmit, 1979; Dicorleto et Zilversmit, 1975; Henson et Schotz, 1975). En outre, plusieurs 

évidences suggèrent que la LPL, originant de diverses sources cellulaires, puisse se fixer à 

l'endothélium des moyens et gros vaisseaux sanguins. Étant donné que les cellules endothéliales ne 

synthétisent pas la LPL, il a été proposé que la LPL associée aux artères de moyen et gros calibre 

puisse provenir d'autres types de cellules vasculaires. La mise en évidence de la sécrétion de 

l'enzyme par les CMLs (Vance et coll., 1982) et les MDMs dans la plaque athéromateuse (Yla-

Herttuala et coll., 1991; O'Brien et coll., 1992) suggère que ces cellules puissent être la source de 

la LPL liée aux cellules endothéliales de la macro-vasculature. La LPL étant exprimée à la surface 

de l'endothélium surplombant la plaque (Yla-Herttuala et coll., 1991), il est possible qu'une fraction 

de la LPL sécrétée par les cellules de la lésion athéromateuse puisse migrer vers la partie luminale 

de l'endothélium vasculaire. Alternativement, l'enzyme pourrait être transportée par la circulation 

vers les moyens et gros vaisseaux sanguins pour ensuite se fixer aux cellules endothéliales. En effet, 
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il a été démontré que la LPL circule dans le plasma liée aux lipoprotéines (Vilella et coll., 1993; 

Kern et coll., 1990; Zambon et coll., 1996) et que son activité plasmatique s'accroit de manière 

considérable après absorption alimentaire de graisses (Karpe et coll., 1998). 

Une autre question d'importance majeure est celle relative à la pertinence biologique de 

nos observations (Mamputu et coll., 1997). Babirak et coll. (1989) ont démontré que le niveau 

plasmatique physiologique de la LPL est de l'ordre de 200 ng/ml. D'après nos observations 

montrant que, dans nos conditions expérimentales, environ 10% de la LPL ajoutée de manière 

exogène (1 µg/mi) se lie in vitro aux cellules endothéliales, nous pouvons estimer la concentration 

effective de LPL capable de stimuler l'adhésion des monocytes à l'endothélium à environ 100 ng/ml, 

une concentration correspondant aux niveaux plasmatiques de LPL observés chez le sujet normal. 

Bien qu'il soit donc possible que la LPL, dans des conditions physiologiques, puisse faciliter 

l'interaction des monocytes avec l'endothélium vasculaire, nous pensons toutefois que l'intérêt de 

nos observations s'applique surtout à des situations pathologiques, telle l'athérosclérose, où les 

monocytes circulants sont abondamment attirés vers les sites de prédilection des lésions 

athéromateuses (Schwartz et coll., 1993; Gerrity et coll., 1979; Faggitto et coll., 1984) et où les 

MDMs et les CMLs sécrètent des quantités importantes de LPL (Jonasson et coll., 1991; O'Brien 

et coll., 1992; Yla-Herttuala, 1991). En résumé, nos données et celles de Obunike et coll., 1997 

démontrent clairement un effet stimulant de la LPL sur la liaison des monocytes à l'endothélium 

vasculaire. Cette nouvelle fonction de la LPL, susceptible de contribuer au recrutement et la 

rétention des cellules mononucléaires, confère à cette enzyme une nouvelle propriété pro-

athérogénique. 
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111.2. Rôle de la LPL dans l'activation des monocytes/macrophages humains 

La différenciation des monocytes humains en MDMs est associée à un accroissement de 

l'expression des HSPGs à la surface cellulaire et à la production de chondroitine sulfate 

protéoglycans (CSPGs). Ces propriétés confèrent aux macrophages la capacité de lier davantage de 

LPL comparativement aux monocytes (Edwards et coll., 1995) . Renier et coll. (1994) ont démontré 

que la LPL augmente l'expression et la production de TNFOE par les macrophages murins. Les 

mêmes chercheurs ont aussi rapporté que la LPL synergise avec l'IFNy pour induire l'expression 

génique de la NO synthase et la production de NO (Renier et Lambert, 1995). Les résultats de ces 

deux études suggèrent que la LPL puisse fonctionner comme une molécule de signalisation capable 

de réguler l'expression génique de certaines cytokines et autres produits sécrétés par les 

macrophages. 

Plusieurs substances incluant les cytokines et la LPS entraînent l'activation des 

monocytes/macrophages (Seljelid et coll., 1993). Comme nous l'avons souligné précédemment, 

l'activation des monocytes/macrophages se traduit par la sécrétion de nombreuses substances 

incluant celle de diverses cytokines potentiellement pro-athérogéniques. Plusieurs mécanismes de 

signalisation intracellulaire sont impliqués dans l'activation des monocytes/macrophages par les 

cytokines et autres substances bio-actives. Ces mécanismes incluent l'activation des adenylate 

cyclases avec augmentation subséquente des niveaux d'AMPc (Scott, 1991), l'activation des tyrosine 

kinases (Wrenshall et coll., 1995; Collart et coll., 1990), l'activation des "mitogen activated protein 

kinases" (MAPK) (Weinsten et coll., 1992; Liu et coll., 1994), et l'activation de la PKC (Bakouche 

et coll., 1992). 
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De nombreuses évidences indiquent que la PKC joue un rôle important dans les 

mécanismes de signalisation régulant la réponse des monocytes/macrophages à plusieurs stimuli 

incluant les esters de phorbol (Chang et Beezhold, 1993), la LPS (Liu et coll., 1994), et l'IFNy (Liu 

et coll., 1994). La PKC est constituée de deux domaines: le domaine de régulation et le domaine 

catalytique, situés respectivement dans la partie amino-terminale et carboxyl terminale de la 

molécule. Le domaine de régulation de la PKC contient deux sous-domaines: le sous-domaine Cl 

liant le diacylglycérol et les esters de phorbol qui sont des analogues fonctionnels de diacylglycérol, 

et le sous-domaine C2 qui lie les phospholipides acidiques et le calcium (Newton, 1997). La famille 

des PKC comprend plus de dix isoformes différant par leurs propriétés enzymatiques et leurs 

caractéristiques d'activation. Les divers sous-types de PKC peuvent être classifiés en trois groupes: 

les isoformes conventionnelles ou classiques qui dépendent du calcium et des lipides pour leur 

activation (PKC a, p, et y), les nouvelles isoformes "calcium independent/lipid dependent" (PKC 

E, ô, r, et 6), et les isoformes atypiques "calcium independent/lipid independent" (PKC et X) 

(Casabona, 1997). Dans la voie classique d'activation de la PKC, la liaison d'un messager 

extracellulaire à son récepteur membranaire entraîne l'activation de la phospholipase C ou de la 

phospholipase D induisant l'hydrolyse du phosphatidylinositol et conduisant à la formation d'inositol 

1,4,5-triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) (Bell et Burns, 1991; Gopalakrishna et coll., 

1986; Exton, 1990). La liaison subséquente du calcium intracellulaire mobilisé par 1'IP3  et du DAG 

à la PKC entraîne l'activation de l'enzyme et sa translocation dans la fraction membranaire de la 

cellule (Chang et Beezhold, 1993). La translocation de la PKC n'est pas toujours synonyme 

d'activation, car certaines isoformes de PKC sont constitutivement présentes dans la fraction non- 

cytosolique de certaines cellules. Par exemple, la PKC est présente dans les noyaux des cellules 

nerveuses de rats (Hagiwara et coll., 1990) et la PKC PH a été identifiée dans les noyaux des cellules 
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leucémiques humaines HL-60 (Fields et Fields, 1991). Toutefois, on ne sait pas encore si les 

isoformes de la PKC associées constitutivement à la membrane cellulaire sont catalytiquement 

actives. Par ailleurs, une isoforme spécifique de la PKC peut présenter un profil de translocation 

variable selon le type cellulaire et l'agent activateur. Par exemple, les esters de phorbol induisent 

la translocation de la PKCa du cytosol vers l'enveloppe nucléaire dans les cellules NIH-3T3 (Leach 

et coll., 1989), et vers la membrane plasmatique dans les cellules HL60 et les cellules pancréatiques 

Í (Fields et Fields, 1991; Ganessan et coll., 1992). 

Nos résultats démontrent clairement que la LPL induit l'activation de la PKC dans les 

monocytes/macrophages humains (Mamputu et Renier, 1999a). Ces observations suggèrent que 

l'enzyme puisse agir comme premier messager en se liant à la membrane cellulaire. Les protéines 

exprimées à la surface des monocytes/macrophages humains susceptibles de lier la LPL sont les 

protéoglycans incluant les HSPGs et les CSPGs (Edwards et coll., 1995), et le oc2 MR/LRP (Nykjaer 

et coll., 1993). 	Bien que les mécanismes responsables de l'activation de la PKC 

monocytaire/macrophagique par la LPL ne soient pas connus, deux mécanismes peuvent être 

proposés. Le premier est que la liaison de la LPL à la membrane plasmatique des 

monocytes/macrophages puisse entraîner l'activation de la phospholipase C et le déclenchement de 

la cascade aboutissant à l'activation de la PKC. Le deuxième est que la LPL, en hydrolysant les 

phospholipides membranaires, puisse générer la libération d'acides gras et induise, par ces 

médiateurs, l'activation de la phospholipase C (Sumida et coll., 1993; Padma et coll., 1999) et celle 

subséquente de la PKC (Lu et coll., 1997; de Haan et coll., 1997). Pour vérifier l'implication des 

phospholipides membranaires dans l'induction de l'activation de la PKC par la LPL, l'effet de la 

LPL sur ce paramètre pourrait être reexaminé après solubilisation membranaire des 
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monocytes/macrophages avec un détergent. Compte tenu de la contribution des diacylglycérols dans 

l'activation de la PKC, une autre approche expérimentale consisterait à examiner le métabolisme des 

diacylglycérols dérivés de l'hydrolyse des phospholides membranaires. Ceci pourrait se faire par 

le marquage sélectif de la phosphatidylcholine de la membrane cellulaire (Migas et coll., 1997) et 

la mesure de la concentration intracellulaire des DG radiomarqués après exposition des cellules à 

la LPL. Considérant le rôle essentiel de la phospholipase C dans l'activation de la PKC par les 

acides gras, l'effet de la LPL sur l'activation de la PKC monocytaire et macrophagique pourrait aussi 

être évalué en présence ou en l'absence d'inhibiteurs de la phospholipase C. 

Les deux principales isoformes de la PKC rencontrées dans les monocytes humains sont 

les isoformes calcium-dépendantes a et p (Chang et Beezhold, 1993). Ces observations et nos 

données démontrant que la calphostine C, un inhibiteur de la PKC interagissant avec le domaine de 

régulation calcium-dépendant de la PKC, inhibe l'activation de la PKC induite par la LPL suggèrent 

que les isoformes classiques de la PKC puissent être préférentiellement activées dans les monocytes 

et macrophages humains traités par la LPL. Par ailleurs, nos données démontrant que la 

redistribution de la PKC vers la fraction membranaire est plus élevée dans les macrophages que dans 

les monocytes humains, suggèrent que la translocation de la PKC induite par la LPL dans les 

monocytes/macrophages humains corrèle avec son activation. 

L'activation de la PKC est impliquée dans la modulation de l'expression et de la 

production de plusieurs cytokines, incluant le TNFa, par les monocytes/macrophages activés (Liu 

et coll., 1994; Bethea et coll., 1992). L'expression du gène du TNFOE est régulée aux niveaux 

transcriptionnel et post-transcriptionnel (Shakhov et coll., 1990; Han et coll., 1990). En effet, il a 
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été démontré que le promoteur du gène codant pour le TNFa contient des sites de liaison pour les 

facteurs de transcription tels que 1'AP-1 et le NF-KB (Rhoades et coll., 1992; Shakov et coll., 1990). 

En outre, la capacité de divers facteurs à réguler la demi-vie de l'ARNm du TNFa a été documentée. 

C'est le cas par exemple de la thalidomide qui, en augmentant la dégradation de l'ARNm 

monocytaire du TNfix, réduit la demi-vie de l'ARNm codant pour cette protéine de 30 à environ 17 

minutes (Moreira et coll., 1993). Un autre facteur affectant la demi-vie de l'ARNm du TNFa est la 

LPS. Cette molécule stimule la synthèse de TNFa par les monocytes en augmentant la concentration 

cytoplasmique de l'ARNm, et en induisant la relâche d'une protéine qui, en se liant à l'ARNm du 

INFa, augmente la stabilité de ce messager (Gong et coll., 1991; Willeaume et coll., 1995; Bender 

et coll., 1993). 

Nos données (Mamputu et Renier, 1999a) démontrent que la LPL augmente les niveaux 

d'ARN messagers du TNFa et la production de cette cytokine par les monocytes et les MDMs 

humains, établissant ainsi de manière formelle le rôle de la LPL dans le contrôle de la régulation 

génique et de l'activation monocytaire/macrophagique. D'une manière intéressante, nous avons 

aussi mis en évidence que le processus de différenciation des monocytes en macrophages 

s'accompagne d'une capacité de réponse accrue à la LPL tel que démontré par la stimulation plus 

prononcée de la production du TNFa par la LPL dans les cellules macrophagiques que dans les 

cellules monocytaires. L'importance potentielle de la PKC dans le contrôle de la régulation du 

TNFa par la LPL est soulignée dans notre étude par le parallélisme étroit existant entre la 

redistribution de la PKC, son activation et la sécrétion de TNFa dans les monocytes/macrophages 

humains traités par la LPL. En accord avec les données générées par Renier et coll. (1994a, 1994b) 

dans une lignée macrophagique murine, nous avons démontré l'implication de la PKC dans l'effet 
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de la LPL sur l'expression et la production de TNFa par les monocytes et macrophages humains. 

Étant donné les limites spécifiques de chaque méthode communément employée pour étudier la 

PKC, deux approches complémentaires, à savoir l'inhibition pharmacologique de la PKC et la 

déplétion intracellulaire en PKC par le PMA, ont été utilisées pour démontrer ce point (Mamputu 

et Renier, 1999a). 

Il a été rapporté par Renier et coll. (1994a) que la LPL augmente les niveaux d'ARNm 

et la stabilité de l'ARNm codant pour le TNFa dans les macrophages muriris. Prises dans leur 

ensemble, ces données indiquent que la LPL augmente l'expression du TNFa dans les macrophages 

murins par des mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels. Bien que la quantité limitée 

de monocytes obtenus à partir de cellules sanguines périphériques mononucléées humaines ne nous 

ait pas permis de déterminer l'effet de la LPL sur les niveaux de synthèse de novo et la stabilité de 

l'ARNm du TNFa, nos résultats démontrant une induction de l'expression génique du TNFa dans 

les cellules monocytaires traitées par la LPL suggèrent que les mêmes mécanismes puissent être 

responsables de l'effet stimulant de la LPL sur la production de TNFa dans les monocytes et MDMs 

humains. 

La capacité de la LPL à stimuler la migration et la liaison d'un membre de la famille du 

NF-KB au promoteur du gène du TNFa a été précédemment documentée (Renier et coll., 1994a). 

Le facteur de transcription NF-KB contrôle l'expression de gènes codant pour plusieurs substances 

incluant les cytokines (Wadsworth et Koop, 1999; Kurokouchi et coll., 1998; Kalogeris et coll., 

1999), les facteurs de croissance (Yermeni et coll., 1999), et les molécules d'adhésion (Rahman et 

coll., 1998; Ray et coll., 1997). L'activation excessive du NF-KB a été documentée lors de 
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l'inflammation associée au choc septique (Mukaida et coll., 1996) et à l'athérosclérose (Ricote et 

coll., 1998; Kranzhofer et coll., 1999; Erl et coll., 1999). Partant de ces observations, il est tentant 

de suggèrer que la LPL puisse, en activant le facteur de transcription NF-KB, stimuler l'expression 

de diverses autres molécules inflammatoires et puisse, ce faisant, amplifier la réaction inflammatoire, 

caractérisant le processus athéromateux. 

Tel que mentionné précédemment, le phénomène de différenciation des monocytes 

humains en MDMs est associé à une augmentation de la liaison de la LPL à la surface cellulaire 

(Edwards et coll., 1995) attribuable à l'accroissement d'expression des HSPGs et à la production de 

CSPGs à la surface macrophagique. Nos résultats (Mamputu et Renier, 1999a) démontrant que le 

traitement des monocytes à l'héparinase inhibe la sécrétion de TNFa induite par la LPL indiquent 

clairement que la liaison de la LPL aux HSPGs exprimés à la surface des monocytes est requise pour 

son effet sur la production de TNFa. A l'opposé, l'absence d'effet de l'héparinase sur la sécrétion 

stimulée de TNFa macrophagique par la LPL mais sa suppression par la chondroitinase indiquent 

que les CSPGs exprimés à la surface des MDMs humains médient l'induction de la production de 

TNFa par la LPL. Puisque l'expression des CSPGs à la surface des MDMs humains est associée 

à une augmentation de liaison de la LPL à ces cellules (Edwards et coll., 1995), nos résultats 

suggèrent que les changements dans la capacité de liaison de la LPL survenant au cours du processus 

de différenciation des monocytes humains en macrophages puissent être responsables de la 

sensibilité accrue des MDMs à la LPL. 

Les MDMs et les CMLs représentent les sources majeures de sécrétion de la LPL dans 

la lésion athéromateuse humaine (Yla-Herttuala et coll., 1991; O'Brien et coll., 1992). 
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L'accumulation des MDMs et la prolifération des CMLs pendant la formation et le développement 

de l'athérosclérose suggèrent la présence de niveaux élevés de LPL dans la paroi artérielle 

athéromateuse. Nos résultats (Mamputu et Renier, 1999a) démontrant r effet stimulant in vitro de 

la LPL sur la production de TNFa monocytaire/macrophagique suggèrent que l'enzyme puisse 

activer les monocytes nouvellement recrutés dans la paroi artérielle et stimuler, de manière autocrine, 

les macrophages présents dans la lésion. Cette action de la LPL sur les monocytes et les MDMs 

pourrait contribuer aux niveaux élevés de TNFa rencontrés dans la lésion athéromateuse humaine. 

De multiples propriétés pro-athérogéniques du TNFa ont été décrites dans la littérature. Par 

exemple, il a été démontré que le TNFa induit l'expression de molécules d'adhésion (Osbom et 

coll., 1989; Bevilacqua et coll., 1987), stimule l'adhésion des leukocytes aux cellules endothéliales 

(Cavender et coll., 1987) et leur chimiotaxie (Ming et coll., 1987). Le TNFa stimule aussi la 

formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Leibovich et coll., 1987) et la nécrose hémorragique 

(Watanabe et coll., 1988), deux caractéristiques essentielles de la lésion athéromateuse en 

progression. De plus, le TNFa induit une activité procoagulante similaire à celle du facteur tissulaire 

et supprime les propriétés anticoagulantes des cellules endothéliales (Bevilacqua et coll., 1986). 

Enfin, plusieurs études ont démontré que le TNFa stimule la migration et la prolifération des CMLs 

(Mattana et coll., 1997; Tanaka et coll., 1996; Jovinge et coll., 1997; Lei et Buja, 1996). Le TNFa 

étant un facteur proathérogénique, nous proposons que la production accrue de cette cytokine en 

réponse à la LPL puisse contribuer au développement et à la progression de l'athérosclérose. 

Alors que nous avons démontré un effet stimulant de la LPL sur la production 

monocytaire/macrophagique du TNFa , il est important de souligner le fait que d'autres chercheurs 

ont mis clairement en évidence un effet inhibiteur du TNFa sur la sécrétion et l'activité de la LPL 
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adipocytaire (Kern et coll., 1997; Kern et coll., 1995; Fried et Zechner, 1989). Ces données 

suggèrent donc l'existence possible d'un mécanisme d'inhibition rétroactive de la sécrétion 

macrophagique de la LPL par le TNFa. Contrairement à l'effet inhibiteur du TNFa sur la sécrétion 

et l'activité de la LPL adipocytaire (Tengku-Muhammad, 1996; Tengku-Muhammad, 1998), les 

données actuellement disponibles dans la littérature ne semblent pas indiquer d'effet inhibiteur de 

cette cytokine sur la sécrétion et l'activité de la LPL macrophagique dans les MDMs humains. 

(Sartippour et coll., 1998; White et coll., 1988; Friedman et coll, 1988). Les effets différentiels du 

TNFa sur la LPL adipocytaire et macrophagique illustrent très bien la régulation cellulaire spécifique 

de cette enzyme. 

111.3. Rôle de la LPL dans la prolifération des CMLs vasculaires 

Par son activité hydrolytique sur les lipoprotéines riches en triglycérides, la LPL stimule 

la relâche d'AGLs. Les VLDL et les résidus de VLDL étant présents dans la lésion athéromateuse 

humaine (Rapp et coll., 1994), une quantité importante d'AGLs est susceptible d'être générée dans 

la paroi artérielle par l'effet hydrolytique de la LPL sécrétée dans la lésion athéromateuse. Le rôle 

déterminant des AGLs dans le contrôle de la prolifération des CMLs est bien démontré. En effet, 

les AGLs inhibent la communication intercellulaire entre les CMLs (de Haan et coll., 1994), et 

certains d'entre eux, incluant les acides oléique, linoléique et arachidonique, induisent directement 

la prolifération des CMLs (de Haan, 1997; Lu, 1996; Morisaki et coll., 1983). Ces observations 

suggèrent que la production d'AGLs dans la paroi artérielle puisse, en stimulant la prolifération des 

CMLs, contribuer au remodelage vasculaire associé à l'athérogenèse. 
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À la lumière des données démontrant un effet des AGLs sur la croissance des CMLs 

(Morisaki et coll., 1983; de Han et coll., 1994; Lu et coll., 1996), nous avons dans un premier temps 

testé la possibilité que la LPL puisse stimuler la prolifération des CMLs par son action lipolytique 

sur les lipoprotéines riches en triglycérides. Pour ce faire, des CMLs ont été traitées avec de la LPL 

en présence ou en absence de lipoprotéines exogènes. Alors que nos données (Mamputu et Renier, 

1999b) indiquent un effet stimulant direct de la LPL sur la croissance des CMLs, cet effet n'a pu être 

majoré par la présence de VLDL dans le milieu de culture des CMLs. Cette observation suggère 

que, dans nos conditions expérimentales, les produits lipolytiques dérivés des triglycérides ne sont 

pas requis pour la prolifération des CMLs induite par la LPL. Par ailleurs, nos résultats démontrant 

que l'inactivation de la LPL par la chaleur ou par immunoneutralisation supprime l'effet de la LPL 

sur la prolifération des CMLs indiquent que l'activité lipasique joue un rôle important dans l'effet 

de l'enzyme sur la prolifération des CMLs. L'importance de l'activité lipasique dans l'effet 

stimulant de la LPL sur la prolifération cellulaire est également démontrée par nos résultats indiquant 

que la pancréatique lipase, un membre de la famille des lipases, stimule effectivement la 

prolifération des CMLs. Il est donc possible que la LPL puisse exercer son effet en hydrolysant un 

autre substrat tels les phospholipides membranaires. Puisque la LPL a été isolée du lait bovin par 

chromatographie d'affinité sur une colonne d'héparine-sépharose, nous avons examiné la possibilité 

que l'effet de la LPL sur la prolifération des CMLs soit due à des facteurs de croissance se liant à 

l'héparine présents dans le lait et pouvant par conséquent contaminer notre préparation de LPL. Nos 

données (Mamputu et Renier, 1999b) démontrent l'absence de facteurs de croissance mitogéniques 

pour les CMLs dans notre préparation de LPL. 	Ces résultats et ceux générés par 

l'immunoneutralisation des facteurs de croissance liant l'héparine dans la préparation de LPL 

supportent le role majeur de l'enzyme dans la stimulation de la prolifération des CMLs. Enfin, nos 
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données démontrant l'inhibition de la prolifération des CMLs par l'anticorps monoclonal 5D2 

indiquent clairement la spécificité de la LPL dans la réponse proliférative des CMLs. 

Nos résultats montrant que le traitement des CMLs à l'héparinase abolit la prolifération 

des CMLs induite par la LPL suggèrent que les HSPGs présent à la surface des CMLs sont 

indispensables pour l'effet de la LPL sur la prolifération cellulaire. Il est possible, tel que démontré 

pour certains facteurs de croissance incluant le "fibroblast growth factor-2" (FGF-2) et le PDGF 

(Molteni et coll., 1999; Choy et coll., 1996; Silver et coll., 1998), que les HSPGs puissent agir 

comme co-récepteurs dans l'effet stimulant de la LPL sur la prolifération des CMLs. 

Considérant que les MDMs sécrètent constitutivement la LPL, nous avons testé la 

possibilité que le milieu conditionné des MDMs puisse stimuler la prolifération des CMLs. Nos 

données (Mamputu et Renier, 1999b) indiquent que le surnageant des MDMs induit de manière 

significative la prolifération des CMLs. 	Toutefois, nos résultats démontrant que 

l'immunoneutralisation de la LPL n'affecte pas l'effet du milieu conditionné des MDMs sur la 

prolifération des CMLs suggèrent que l'enzyme n'est pas impliquée dans cet effet. Une preuve 

additionnelle de la non-implication de la LPL dans l'effet du milieu conditionné des MDMs est 

fournie par nos résultats montrant que l'addition de LPL exogène, à la concentration rencontrée dans 

le milieu de culture des MDMs, ne stimule pas la prolifération des CMLs. Cette observation suscite 

la question de savoir la masse minimale de LPL requise pour stimuler la prolifération des CMLs. 

Les travaux effectués dans notre laboratoire ont démontré que la LPL à 500 ng/ml stimule la 

prolifération des CMLs (Mamputu et Renier, données non publiées). La possibilité qu'il existe un 

seuil d'activation inférieur à cette concentration n'a toutefois pas été déterminée. 
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Les voies de signalisation médiant la prolifération des CMLs en réponse aux AGLs 

impliquent l'activation de la PKC (Lu, 1996). Le rôle de la PKC dans la médiation de la 

prolifération des CMLs vasculaires en réponse à plusieurs stimuli est bien documenté. Natarajan et 

coll. (1992) ont rapporté que l'effet stimulant de l'hyperglycémie sur la prolifération des CMLs est 

associé à une augmentation de l'activité de la PKC. L'activation de la PKC-6 a été mise en évidence 

dans l'effet du PDGF et de l'endothéline-1 sur l'activité mitogénique des CMLs (Assender et coll., 

1996). Alors que les inhibiteurs de la PKC inhibent la prolifération des CMLs induite par divers 

agents, l'activité inhibitrice de l'héparine et de l'alpha-tocophérol est associée à leur capacité 

d'inhiber la voie de signalisation intracellulaire médiée par la PKC (Herbert et coll., 1996; Azzi et 

coll., 1997). Les AGLs semblent activer la PKC en l'absence de DAG et de toute augmentation 

apparente de calcium intracellulaire et semblent activer préférentiellement les isoformes de la PKC 

ne dépendant pas du calcium et peut-être certaines isoformes atypiques de la PKC (Lu et coll., 1997). 

En 1997, Migas et coll. ont démontré que la phospholipase C bactérienne, une enzyme 

compétitionant avec la LPL pour la liaison aux CMLs, active la PKC-€ dans les CMLs. Partant de 

ces observations et de nos données antérieures (Mamputu et Renier, 1999a) qui indiquaient un effet 

stimulant de la LPL sur l'activation de la PKC dans les macrophages humains, nous avons examiné 

la possibilité que la LPL puisse stimuler la prolifération des CMLs vasculaires en activant la PKC. 

Nos résultats (Mamputu et Renier, 1999b) démontrent que la LPL stimule in vitro la prolifération 

des CMLs humaines en activant la PKC. L'implication de la PKC dans la stimulation de la 

prolifération des CMLs est renforcée par nos données démontrant que l'inhibition pharmacologique 

de la PKC par deux inhibiteurs spécifiques, la calphostine C et la chelerythrine, abolissent 

complètement la stimulation de la prolifération des CMLs induite par la LPL. Les isoformes a, f3I, 
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PII, ô, et c de la PKC ont été identifiées dans les CMLs vasculaires (Grange et coll., 1 998). Il a été 

rapporté que les isoformes a et PI sont localisées principalement dans la fraction soluble de la cellule 

et migrent dans la fraction membranaire après stimulation par les esters de phorbol, alors que les 

isoformes ô et c sont localisées essentiellement dans la fraction membranaire. Nos résultats 

(Mamputu et Renier, 1 999b) démontrant que la LPL induit la translocation de la PKC du cytosol vers 

la fraction membranaire suggèrent que la prolifération des CMLs induite par la LPL puisse impliquer 

la translocation des isoformes calcium-dépendantes a et f31. Cette possibilité est supportée par nos 

données démontrant que la calphostine C, qui interagit avec le domaine calcium-dépendant de 

régulation de la PKC, inhibe la prolifération des CMLs induite par la LPL. 

Bien que nos données indiquent un effet stimulant de la LPL sur la prolifération des 

CMLs, la pertinence biologique de nos observations demeure incertaine, vu l'absence de données 

sur la quantité de LPL produite dans la lésion athéromateuse. Tel que suggéré précédemment, nous 

ne pouvons toutefois exclure que l'accumulation des MDMs et des CMLs dans l'intima de la paroi 

artérielle ne puisse générer une quantité suffisante de LPL pour stimuler la prolifération des CMLs. 

Bien que la littérature ne rapporte aucune étude sur le rôle de la LPL dans la prolifération des CMLs, 

une publication récente par De Sanctis et coll.(1996) a rapporté un effet stimulant de la LPL sur la 

prolifération des cellules NK "natural killer cells". Ces auteurs ont démontré que la LPL exerce son 

effet en se liant à la membrane cellulaire et en induisant la translocation de la PKC du cytosol vers 

la membrane plasmatique. Couplées aux nôtres, ces dernières observations semblent suggérer une 

nouvelle fonction de la LPL, celle d'agir en tant que facteur de croissance. 



IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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IV.1. Conclusions 

Les résultats de nos études démontrent que la LPL 1) augmente l'adhésion des monocytes 

humains aux cellules endothéliales; 2) agit comme une molécule de signalisation capable d'induire 

l'activation des monocytes/macrophages humains et 3) stimule la prolifération des CMLs vasculaires 

humaines. 

Bien que ces données in vitro démontrent de nouvelles propriétés de la LPL susceptibles 

de contribuer au développement et à la progression de l'athérosclérose, des essais d'intervention in 

vivo s'avèrent nécessaires pour démontrer la pertinence biologique de nos observations. 

IV.2. Perspectives 

Les évidences accumulées à ce jour suggèrent que la LPL puisse exercer un rôle 

périphérique anti-athérogénique mais un rôle pro-athérogénique dans la paroi vasculaire. Il est donc 

essentiel que toutes interventions visant à contrecarrer les effets de la LPL dans la paroi vasculaire 

tiennent compte du double effet de cette enzyme. À la lumière des données rapportées dans le 

présent travail, plusieurs interventions visant à réduire les effets pro-athérogéniques de la LPL dans 

la paroi vasculaire pourraient être envisagées. Compte tenu du rôle potentiellement anti-

athérogénique de la LPL en périphérie, l'utilisation systémique d'anticorps monoclonaux contre la 

LPL dans le but de réduire l'effet stimulant de cette enzyme sur l'adhésion des monocytes au niveau 

de la macro-vasculature semble devoir être prohibée. Il est à noter que ce type d'intervention 

risquerait en outre de s'avérer totalement inefficace vu la multitude de mécanismes moléculaires et 

cellulaires régissant la liaison des monocytes à l'endothélium. Partant de ce fait, il est clair que 

d'autres stratégies visant à inhiber l'adhésion des monocytes à l'endothélium vasculaire au stade 
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précoce de I 'athérogenèse doivent être envisagées. À ce titre, l'utilisation d'anticorps contre les 

molécules d'adhésion exprimés soit à la surface monocytaire soit à la surface endothéliale pourrait 

s'avérer efficace pour réduire le recrutement des cellules inflammatoires dans la paroi vasculaire. 

À ce propos, une étude réalisée chez le lapin a démontré une inhibition partielle de l'accumulation 

des leucocytes dans la paroi artérielle après administration d'anticorps anti-CD18 (Kling et coll., 

1992). L'utilisation de drogues, telles les antioxydants ou les PPARy ligants, susceptibles de 

moduler l'expression de molécules d'adhésion pourrait aussi limiter l'infiltration des monocytes dans 

la paroi artérielle. Ces drogues devraient posséder une action vasculaire spécifique, ne pas 

augmenter la production de LPL macrophagique, ni induire d'autres facteurs proathérogéniques. 

L'utilisation de la dexamethasome, par exemple, serait contre-indiquée car, tout en supprimant 

l'expression de la E-selectine par les cellules endothéliales (Brostjan et coll., 1997), elle entraînerait 

simultanément une augmentation de la sécrétion et de l'activité de la LPL par les 

monocytes/macrophages humains. En raison de leurs propriétés inhibitrices sur l'expression de 

molécules d'adhésion par les cellules endothéliales (De Caterina et coll., 1994), l'utilisation de 

nutriments tels les acides eïcosapentaenoïque et docosahexanoeïque peut aussi être envisagée. 

L'utilisation de ces AGPI n-3 serait particulièrement bénéfique pour l'organisme car ils pourraient 

tant contribuer à l'augmentation de l'activité de la LPL plasmatique (Harris et coll., 1997; Zampelas 

et coll., 1994) qu'à la diminution de la sécrétion macrophagique de LPL et d'autres cytokines (Renier 

et coll., 1993). Malgré le rôle crucial de l'adhésion monocytaire à l'endothélium dans la pathogenèse 

de l'athérosclérose, certaines données in vivo relatives au taux de recrutement des monocytes au 

cours du processus athéromateux ainsi qu'à l'importance relative de diverses sélectines et intégrines 

sont encore manquantes. De ces données, il apparaît que seule une meilleure connaissance de ces 
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mécanismes nous permettra de développer dans les années futures de nouvelles stratégies 

susceptibles de réduire la liaison monocytaire à l'endothélium vasculaire. 

D'autres approches envisageables pour prévenir ou ralentir le développement de 

l'athérosclérose incluent l'inhibition de l'activation des monocytes/macrophages et de la 

prolifération des CMLs. Nos données démontrant in vitro un rôle de la LPL dans l'activation des 

cellules macrophagiques et dans la prolifération des CMLs suggèrent l'utilité potentielle de certaines 

stratégies visant à bloquer l'effet de l'enzyme. Premièrement, l'incorporation d'oligonucléotides 

anti-sens dans la paroi artérielle pourrait permettre l'inhibition sélective de la synthèse de la LPL par 

les macrophages et les CMLs. Pour ne pas compromettre la synthèse de la LPL par les autres 

cellules incluant les adipocytes, une attention particulière devra être accordée à la rétention de ces 

oligonucléotides dans la paroi vasculaire. Deuxièmement, l'inhibition pharmacologique des 

mécanismes de signalisation intracellulaire impliqués dans l'effet de la LPL sur l'induction de la 

production de cytokines et la prolifération des CMLs pourrait contribuer à la réduction de l'effet de 

la LPL sur la progression de l'athérosclérose. À ce propos, l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques ou 

d'oligonucléotides anti-sens de la PKC ciblant les monocytes/macrophages pourrait être envisagée 

après détermination du type d'isoforme impliqué dans cet effet. Considérant l'aspect multifactoriel 

de la maladie athéromateuse et la multitude de facteurs génétiques et environnementaux impliqués 

dans ce processus pathologique, il est évident qu'une stratégie visant un seul facteur, en l'occurence 

la LPL, ne peut prétendre à démontrer des effets protecteurs significatifs sur le processus 

athérogénique. A ce point de vue, nous pensons qu'une approche de type préventive visant à réduire 

les facteurs de risque par modification de nos habitudes de vie reste encore aujourdhui la meilleure 

et la première statégie à développer dans le combat contre les MCV. 
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